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Objectifs : extraits du programme

TD C1 : Approche cellulaire et

moléculaire

bactériennes (2h x [TPA1])

Etudier graphiquement la croissance populationnelle de bactéries. Obsenfer des
électronographies de figures de reproductions des procaryotes.

Analyser des résultats expérimentaux des travaux BeeMONet SAHL et de
CAIRNS.

des reproductions

Introduction

Le chapitre 22 de cours est I'occasion de découvrir les processus qui permettent aux
Bactéries de se reproduire , de se diviser , de dupliquer leur information génétique, de
varier génétiguement ... Ce TD vise a étudier sommairement la croissance et la division
bactériennes d'une part, et des travaux historiques mettant en évidence la semi-
conservativitt  de la réplication d'autre part. On s'intéresse ici seulement aux
Eubactéries .

Comment peut-on mettre en évidence les modalités de certains processus
biologiques et génétiques intervenant dans la reproduction bactérienne ?

I. Etude de la croissance et de la division bactériennes

A. Etude mathématique et graphique de la croissance bactérienne

Comment peut-on modéliser la croissance bactérienne ?

Activité 1. Etude graphique de la croissance bactérienne

[ Savoirs _a construire [ Croissance bactérienne : étude mathématique et graphique |
Capacité ou attitude visée Evaluation
Savoir-faire sollicités Sélectionner les informations utiles dans un support
Analyser, observer et raisonner

On se propose d’appliquer les modeéles sur la croissance bactérienne a deux exercices (issus de
BREUIL, 2007).

Répondez directement ci-dessous ou sur une feuille a part.

Exercice 1

1. Caractérisation de la croissance d’'une population bactérienne

On ensemence un milieu de culture avec 100 bactéries, aprés 5 heures, l'effectif de la culture est estimé a
1 720 320 bactéries.

1. Quel est le nombre de générations ayant donné cet effectif ?

2. Quel est le temps de génération ?

Par ailleurs, on cherche a limiter la prolifération de cette bactérie qui dégrade les aliments, on utilise alors un retar-
dateur de croissance qui allonge le temps de génération. Parti d’un aliment contenant 900 bactéries de cette
espece auquel on a jouté le retardateur, on compte 3 686 000 bactéries aprés 15 heures de développement.

s i abaS
3. Quel est le nouveau temps de génération ? D'aprés BREUIL (2007),madifié

1. On applique I'équation pour obtenir le nombre de génération :

_ log1 720 320 —log100
0,301

n = 14 générations

2. La durée de génération g correspond au temps nécessaire pour passer de I'effectif initial a I'effectif final divisé
par le nombre de générations soit :

e 5 heures x 60 minutes

= : = 21 minutes
14 générations par heure

3. Selon le méme raisonnement, on calcule le nombre de générations, soit :

b log3 686 000 —1log900

0.301 = 12 générations

Durée d’une génération :

60x15

a: rpE 75 minutes
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Exercice 2 B. Etude électronographique de la division bactérienne

T e * Rappelons que la division cellulaire bactérienne  peut étre appelée scissiparité .

Des bactéries E. coli sont incubées dans un milieu aérobie contenant deux sources de carbone organique en quan- Comment I'étude de clichés au microscope électronique a transmission (MET) nous permet-elle de
tité équivalente. A intervalles réguliers, un prélévement est réalisé dans la culture pour suivre I'évolution de I'effec- comprendre la scissiparité bactérienne ?

tif. Le document 1 représente I'évolution de la population bactérienne au cours du temps.

Activité 2. Observation au MET de figures de reproduction bactérienne

Utilisation
du lactose
7 [ Savoirs a construire [ Division bactérienne : étude électronographigue |
Capacité ou attitude visée Evaluation
Savoir-faire sollicités Sélectionner les informations utiles dans un support
Utilisation S
e Analyser, observer et raisonner

Légendez les figures 1-2.

Densité bactérienne

o

0 T T T T T
0 2 4 6 8 10

Temps (heures)

1. Analyser la courbe. Comment interpréter les différentes ruptures de pente ?

2. Quel substrat carboné a le plus favorisé la croissance.

D’aprées BREUIL (2007)

1. La courbe se décompose en 4 parties, qu'il faut clairement identifier, séparées par des ruptures de pente. Cha-
que rupture de pente correspond & une modification de la vitesse de croissance de la population. La croissance
bactérienne est liée a I'utilisation de substrat carboné. On peut donc envisager que ces ruptures correspondent a
un changement dans I'exploitation des ressources du milieu.

La premiére partie de la courbe montre que les bactéries ne se reproduisent pas. Il s’agit d’une phase stationnaire
durant laquelle on peut penser que les bactéries s'adaptent a leur nouveau milieu.

La deuxieme partie de la courbe correspond & une phase exponentielle ; a intervalles réguliers I'effectif de la popu-
lation double. La croissance est alors optimale, les bactéries utilisent les ressources carbonées du milieu.

La troisieme phase montre un nouvel état stationnaire, I'effectif n’évolue plus. Plusieurs hypothéses peuvent étre
proposées pour rendre compte de cette situation :

— la prolifération des bactéries a entrainé la libération de déchets qui inhibent, & partir d’une certaine concentra-
tion, leur multiplication ;

— le nombre de bactéries qui meurent est juste compensé par la reproduction ;

— les ressources carbonées du milieu ont été épuisées.

Septum en cours
d’édification

La quatrieme partie de la courbe montre, qu'aprés cette phase de latence, la croissance reprend. La présence de
deux sources de carbone dans le milieu de culture suggére que lors de la premiére phase de croissance, une des
sources de carbone a été utilisée préférentiellement puis épuisée et dans la seconde phase de croissance, 'autre
source a été utilisée aprés un nouveau temps d'adaptation. Ce temps d’adaptation correspond a la durée néces-
saire a la synthese des différentes protéines impliquées dans l'utilisation de cette seconde source carbonée.

A FIGURE 1. Eubactérie en cours de division (MET).  http://www.slideshare.net/smullen57/ib-
2. Pour chaque phase de croissance, on calcule graphiquement le nombre de bactéries formées a partir duquel biology-topic-one-cells-2015 (consultation décembre 2016)
on obtient le nombre de générations et donc le temps de génération. On constate alors que la consommation de
la premiére source de carbone conduit & un temps de génération plus faible que celui qui résulte de I'utilisation de
la seconde source de carbone.

Feos e expgrie;esat &t réalisées dans les années 60 et ont conduit & dégager Ia notion q opéron. La premiere |

lso&*ce ie ciboE est_le gﬂcos_a Ia_secEdeﬁ laiose. Pour information

— o mm mm mm mm mm -
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Septum en cours

Nucléoide (n) d'édification

A FIGURE 2. Eubactérie en cours de division (MET).

http://222.197.192.76/jpkc/swijcjs/biosite/files/BIOBK/BioBookDiversity 2.html
(consultation décembre 2016)

Il. Etude de résultats expérimentaux historiques montrant la semi-
conservativité de la réplication de I’ADN

e Laréplication est le processus moléculaire conforme qui permet de produi
partir d'une molécule mére d’ADN, deux molécules fi
elles et identiques a la molécule mére
semi-conservatif .

re, a
lles d’ADN identiques entre
(a quelques erreurs pres). Ce processus est

Comment a-t-on montré historiquement la semi-conservativité de la réplication de I'’ADN ?

Activité 3. Mises en évidence expérimentales historiques
de la semi-conservativité de la réplication

[ Savoirs_a construire [ Semi-conservativité de la réplication |

Capacité ou attitude visée Evaluation
Sélectionner les informations utiles dans un support

Analyser, observer et raisonner

Savoir-faire sollicités

Exploitez les données proposées a votre étude.

A. Position du probléme : la réplication est-elle conservative, semi-
conservative ou dispersive ?

ADN g
parental
PN AN P
Premiére ( ( /) K
réplication > 2 \\; c
~ & N
AN N\ AN AN AN "\
) & ) )
Deuxieme K ><
réplication > S >\ > > f\\
~ N N

(a) Modéle conservateur :
La double hélice parentale reste
inchangée: une deuxieme copie
entiérement nouvelle est créée.

(b) Modéle semi-conservateur :
Les deux brins de la molécule
parentale se séparent et chacun
d’eux sert de matrice pour la
synthése d’un brin complémentaire.

(c) Modéle dispersif :
Chacun des brins des deux
molécules filles est un mélange de
segments anciens et de segments
nouvellement synthétisés.

Les trois modeles de réplication de I’ADN. Les courts segments de double hélice
que nous montrons ici représentent le matériel génétique d’une cellule. A partir d’une cellule mére,
on suit I’ADN parental durant deux générations cellulaires, soit deux réplications du matériel
génétique. L'ADN nouvellement synthétisé est coloré en bleu clair.

A FIGURE 3. Les trois modéles hypothétigues de réplication de 'ADN avant M _ESELSON & STAHL.
D’aprés CAMPBELL & REECE (2004)
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« Dans les années 1940-1950, on s’est demandé comment fonctionnait la réplication .
De maniére évidente, la production de deux molécules filles d’ADN identique s
supposait I'utilisation de la molécule mére comme matrice mais trois modéles
pouvaient alors étre envisagés (figure 3) :
= Soit la molécule meére est intégralement conservée et une molécule fille est
complétement néosynthétisée : c’est le modele conservatif .

= Soit chaque molécule fille comprend un brin hérité de la molécule meére et un
brin néoformé : c’est le modéle semi-conservatif

= Soit chaque molécule fille comprend aléatoirement des tr ~ ongons hérités de la
molécule mére et des trongons néoformés  : c’est le modele dispersif .

B. Les travaux décisifs de MESELSON & STAHL (1958)
¢ Les Américains Matthew S. MESELSON (1930) et Franklin W. STAHL (1929) (figure 4)
cherchent a trancher entre ces trois modéles  en 1958.

A FIGURE 4. Matthew M ESELSON & Frank STAHL en 1957 et quelgues décennies plus tard.
http://html.rincondelvago.com/replicacion-de-adn_1.html et
https://densitymattersblog.wordpress.com/matthew-meselson-franklin-stahl/
(consultation décembre 2016)

1. Principe général : des cultures de colibacilles sur milieu azoté radioactif

puis non radioactif
* Les scientifiques utilisent des colibacilles E. coli qu'ils cultivent initialement pendant de
nombreuses générations sur un milieu nutritif ou la seule source d’azote est lourde
(isotope lourd 1°N). L’ADN qui s’y trouve est donc complétement lourd (= il ne
comprend que de I'azote °N).

¢ Les Bactéries sont ensuite transférées sur un milieu nutritif Iéger ou la source d’azote
est légére (isotope léger *N). Désormais, les nouveaux nucléotides synthétisés
et incorporés a I’ADN sont donc légers (= ils comprennent uniqguement de I'azote
14N).

* Les scientifiques étudient alors sur trois générations la nature de 'ADN obtenu a
chaque cycle cellulaire (donc aprés chaque cycle réplicatif) : ils sont capables par
centrifugation de séparer I’ADN selon un gradient de densité lié a la quantité de
nucléotides lourds présents  (figure 5).

2. Résultats obtenus

tubes centrifugés
20 h a 140 000 g

direction de |'accélération

s brin lourd (°N)

brin normal (**N)

NN NL LL

Expérience de Meselson et Stahl.

Le tube 0 est obtenu avec une population bactérienne cultivée pendant de nombreux
cycles cellulaires sur NH,4Cl marqué au '>N lourd ; I’ADN de cette population est donc lourd
(densité 1, 724). Un échantillon prélevé dans cette population est cultivé sur NH,CI
marqué au 14N [éger. L'évolution de son ADN est suivie (tubes 1, 2, 3) aprés 1, 2, 3 double-
ments de populations donc 1, 2, 3 cycles cellulaires. Le tube inférieur sert de référence.

A FIGURE 5. Expérience de M _ESELSON & STAHL : résultats (& gauche) et interprétation (a droite ).

D'aprés PEYCRU et al. (2010a)
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Les résultats obtenus sont proposés a la figure 5.

3. Eléments d’analyse et d’interprétation

Travail a faire par les étudiants. Rappel : les chercheurs cherchaient a valider un des
modeles et infirmer les deux autres. Bilan : voir figure 6.

a. Invalidation du modeéle dispersif

On constate que seuls trois types d’ADN existent  dans les générations successives
de Bactéries : de I'’ADN lourd (soit 100 % de nucléotides avec de I'azote *°N), de 'ADN
Iéger (soit 100 % **N) et de 'ADN intermédiair e (soit 50 % °N, 50 % “N). Il n’existe
pas de continuité entre I’ADN lourd et I’ADN léger et donc pas de progressivité
entre ces deux extrémes. Or le modéle dispersif implique, du fait du caractere
aléatoire de la répartition dans la molécule fille des morceaux hérités de la
molécule mére d’ADN , I'existence de possibilités infinies de métissage variable
entre ADN lourd et Iéger. Comme on ne constate pas un tel métissage, le modéle
dispersif peut donc étre invalidé d’'emblée.

Remarque importante : on peut imaginer un cas particulier de modeéle dispersif ou

la molécule d’ADN fille comprend pour moitié des nu cléotides néo-incorporés,

et pour moitié des nucléotides conservés de la molé  cule d'origine , comme le

proposent CAMPBELL & REECE (2004) (figure 6) : c’est le modele dispersif équilibré

Dans ce cas, il faut attendre la deuxieme génération pour trancher :

= Ce modeéle suppose une dispersion équitable des éléments provenant de la

molécule mére dans chaque nouvelle molécule fille : & la premiére génération ,

on retrouvera donc 50 % de la molécule d'origine (ADN lourd) , a la deuxiéme

25 % de la molécule d'origine (ADN lourd) , etc. Confrontons avec les résultats

obtenus.

Ainsi, a la premiére génération , on s’attend a observer dans le cas de ce modéle

une unique bande d’ADN intermédiaire (50 % lourd, 50 % léger), ce qui est

effectivement le résultat obtenu . On ne peut donc pas invalider le modéle.

= A la deuxiéme génération, on observerait toutefois dans le cas de ce modéle une
unique bande d’ADN faite de 25% d’ADN lourd et 75 %  d’ADN Iéger , ce qui n'est
pas le cas puisqu'on observe deux bandes : le modeéle dispersif équilibré  est
donc invalidé .

b. Invalidation du modéle conservatif et validation du modéle semi-
conservatif

Il reste a trancher entre les deux autres modeles.

Lors de la premiére réplication

= (1) Le modele conservatif implique I'obtention de deux types d’ADN : de ’ADN
lourd (molécule mére conservée) et de 'ADN léger (molécule complétement
néoformée) .

= (2) Le modele semi-conservatif implique I'obtention d’'un seul type d’ADN
uniguement de I’ADN intermédiaire (molécules filles comprenant pour moitié des
nucléotides hérités de la molécule mére, pour moitié de nouveaux nucléotides ).

= — On observe le cas (2), ce qui valide le modele semi-conservatif (et invalide la
modele conservatif ).

Lors de la deuxiéme réplication

= (1) Le modeéle conservatif implique I'obtention a nouveau de deux types d’ADN
de I'ADN lourd (molécule mére conservée) et de I'ADN léger (molécule
complétement néoformée aux cycles 1 et 2)

@ Bactéries
cultivées dans
un milieu
contenant "N

= (2) Le modéle semi-conservatif implique I'obtention de deux types d’ADN : de
I’ADN intermédiaire (molécules filles comprenant un brin hérité de la molécule
meére initiale, et un brin formé de nouveaux nucléotides lors du cycle 2) et de 'ADN
léger (molécules filles comprenant un brin hérité de la molécule mére qui était
le brin néoformé du cycle 1 , et un brin formé de nouveaux nucléotides synthétisé
lors du cycle 2).

= — On observe le cas (2), ce qui valide le modéle semi-conservatif (et invalide la
modele conservatif ).

T
s8-8

placées dans
un milieu
contenant "4N

Résultats attendus selon le modele
© Centrifugation

d'un échantillon Conservateur Semi-conservateur Dispersif
d'ADN apres
20 minutes — o -
Premiére 4 > <
réplication 4= /\/\ b vc \\,
> QVAN AVK
i =l AN
0 Centrifugation W, 2 \/
d'un échantillon
d’ADN apres
40 minutes — N/
i i 7
Deuxiéme 4 X
réplication x o
RN AVA
LE | N
) N\ A2 Y/

L'expérience de Meselson et Stahl a permis de tester les trois
modeles de réplication de I’ADN. Meselson et Stahl ont cultivé plusieurs générations
de bactéries £. coli dans un milieu contenant un isotope lourd de I'azote, "*N. Une fois
que les bactéries ont incorporé I'azote lourd dans leurs nucléotides, puis dans leur ADN,
elles ont été placées dans un milieu contenant I'isotope le plus léger et le plus commun

de I'azote, 'N. Ainsi, tout nouvel ADN synthétisé par les bactéries devait étre plus léger que

I"« ancien » ADN fabriqué dans le milieu contenant le '>N. Apres centrifugation de I’ADN extrait

des bactéries, Meselson et Stahl ont été en mesure d‘identifier les molécules de différentes masses

volumiques. Sur ce schéma, les éprouvettes représentent les résultats prévus selon chacun des
trois modeles de la figure 16.8. La premiére réplication effectuée dans le milieu "N a produit une
bande d’ADN hybride ('>N-'#N), ce qui a permis d'éliminer le modéle conservateur. La deuxieme
réplication a produit & la fois un ADN léger et un ADN hybride, ce qui a permis d'éliminer le
modele dispersif et a confirmé I'exactitude du modéle semi-conservateur.

A FIGURE 6. Un résumé illustré et interprété de I'expérienc e de Meselson & Stahl (1958).

D’aprés CAMPBELL & REECE (2004)
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C. La confirmation par CAIRNS (1963)

¢ Le Britannique John F. CAIRNS (1922) (figure 7) confirme le modéle semi-conservatif
en 1963.

A FIGURE 7. John C AIRNS. http://library.cshl.edu/oralhistory/topic/cshl/john-cairns/
(consultation décembre 2016)

1. Principe général : une visualisation autoradiographique des brins d’ADN

sur le chromosome bactérien en cours de réplication

*  Pour visualiser au microscope électronique a transmission le déroulement de la
réplication de I'ADN , CAIRNS (1963) cultive des Bactéries sur un milieu contenant de
la thymidine tritite pendant le temps de deux réplications . Il observe, aprés
éclatement des cellules , les chromosomes bactériens par autoradiographie . Les
brins d’ADN sont nettement noircis lorsqu’ils sont radioactifs , c’est-a-dire lorsqu’ils
sont néosynthétisés avec les nucléotides radioactifs.

2. Résultats et interprétation : confirmation de la semi-conservativité de la

réplication et illustration de I'origine unique de réplication chez les

Bactéries

e La présence d'un brin en cours de formation et marqué radioactivement tranche
avec le brin hérité non radioactif , confirmant la semi-conservativité du processus
réplicatif (figures 8-9).

L’observation du chromosome au cours des quelque 30 minutes que dure la réplication

révele (Fig. ):

- Iexistence d’une seule origine de réplication appelée OriC sur laquelle se fixent les pro-

téines a I'origine du démarrage de la réplication ;

- l'ouverture progressive d’un ceil de réplication qui grandit progressivement par ses

deux fourches ;

- laprésence de deux fourches de réplication qui incorporent chacune la thymidine tritiée ;

- la progression de ces fourches en deux sens opposés ;

- larencontre de ces deux fourches en un point appelé ter situé & I'opposé d’OriC.
D’aprés BREUIL (2007)

®

ADN parental partiellement marqué

— Brin non radioactif

— Brin radioactif

1
o 1 brin
marqué
f o
1'® division
avec
précurseur
radioactif
©/ \©
' i et
Fourche )
de réplication
i 1 2de division
avec
précurseur
radioactif
¥ ] 7 S

Réplication du chromosome bactérien

1. Autoradiographie de la réplication de I’ADN d’E. coli. L’ADN bicaténaire du chromosome est
observable car pendant deux générations, il a incorporé de la thymidine tritiée, autrement dit

ses deux brins sont radioactifs en accord avec le modeéle de la réplication semi-conservative.
L’interprétation de la photographie se fonde sur les différences de densité dans la répartition des grains
d’argent issus de la désintégration de la thymidine tritiée. Les portions denses correspondent & de I’ADN
dont les deux brins sont marqués et les segments plus clairs a de ’ADN dont une seule chaine

est marquée. 2. Interprétation de I’évolution de la radioactivité en fonction du temps.

A FIGURE 8. Expérience de C AIRNS : premiére vision. D’aprés BReuIL (2007)
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