ﬂLaurent ORUS Académie

D'AGAROSE

G EXPLOITATION D'UNE ELECTROPHORESE EN GEL

*Premiére STL Biotechnologies

* Séparer des biomolécules par électrophorése sur gel d'agarose

Theme du
programme
~
. 4 *Séan TP-TD.
Situations Seance de
pédagogiques )
~
. http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/ATP/bioch1l.htm
S . http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/8TPmethodologie/5Electrophorese/1Electrophorese.htm
. . http://www.dnalc.org/resources/animations/gelelectrophoresis.html
internet J
*Domaine 1 : s'approprier un environnement informatique de travail
*Domaine 3 : créer, produire, traiter , exploiter des données
Com%ééfnces *Domaine 4 : s'informer et se documenter
*Un poste PC par binbme
*Une connexion internet
Matériels L ogiciel de traitement d'images et tableur
TICE
N
*Electrophorése
*ADN
*Agarose )
~N
Approfondir )

Donnez-nous votre avis sur ce scénario en remplissant le questionnaire suivant :
Enquéte éleves Enquéte professeur
Merci
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http://eduscol.education.fr/bio/usages/EnqueteeleveusagescenarioTRAAM
http://eduscol.education.fr/bio/usages/EnqueteprofesseurscenarioTRAAM
http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/ATP/bioch1.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/8TPmethodologie/5Electrophorese/1Electrophorese.htm
http://www.dnalc.org/resources/animations/gelelectrophoresis.html
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Activité n° 1 : Séparation de fragments d'ADN par électrophoreése

en gel d'agarose

¢ Exploiter un document en ligne pour s'approprier le principe de la séparation de
molécules d'ADN par électrophorese.

Durée
conseillée

¢ 30 minutes

» Utiliser les informations disponibles a I'adresse suivante :
http://pedagogie.ac-montpellier.fr/disciplines/svt/adn_tp/electrop.htm

Consignes

* Vousy trouverez toutes les réponses aux questions ci-dessous

@) Questions

1- Quelle est la charge électrique d’'une molécule d’ADN ? Varie-t-elle avec sa taille ?

2-Quels sont les parametres qui influencent la distance de migration d’un fragment d’ADN
dans un gel d’agarose ?

3-En vous aidant de |'animation flash proposée, expliquer le principe de la séparation de
fragments d’ADN de taille différente par la technique d’électrophorese.
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http://www.dnalc.org/resources/animations/gelelectrophoresis.html
http://pedagogie.ac-montpellier.fr/disciplines/svt/adn_tp/electrop.htm
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Activité n° 2 : Mesure des distances de migration des différents

fragments d'ADN a l'aide du logiciel Mesurim

o Utiliser le logiciel libre "Mesurim" pour mesurer les distances de migrations
des différents fragments d'ADN qui ont migré dans le gel d'agarose

Durt_ee’ * 30 minutes
conseillée

»  Utiliser I'annexe 1 pour réaliser les mesures a partir de la photo

numérique du gel.
Consignes

R Questions

1-Quel est I'intérét de faire migrer des fragments d’ADN de taille connue?

2-Comment varie la distance de migration d’un fragment d’ADN en fonction de sa taille ?

3-Quelle peut étre I'influence du pourcentage d’agarose sur la distance de migration d’un
fragment d’ADN ?

. Téléchargement de Mesurim
.E Télécharger la photo numérigue du gel
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http://acces.ens-lyon.fr/acces/logiciels/mesurim/telechargement
http://www2.ac-lyon.fr/enseigne/biotech/traam/gel_agarose_ADN.jpg
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Activité n° 3 : Calcul de la taille des différents fragments d'ADN

a l'aide d'un tableur

o Utiliser un tableur type"Excel" pour calculer la taille des différents fragments
d'ADN qui ont migré dans le gel d'agarose

Durée

o * 30 minutes
conseillée

e Utiliser ['annexe 2 pour construire un fichier permettant de
Consignes calculer la taille des fragments d'ADN

@) Questions _

1-Quelle est la relation mathématique qui relie la taille d’'un fragment d’ADN et sa distance

de migration dans le gel d’agarose?

2-Quels sont les criteres a prendre en compte pour choisir le type de marqueur ?
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ANNEXE 1

UTILISATION DU LOGICIEL MESURIM POUR MESURER LA DISTANCE DE MIGRATION
DES DIFFERENTS FRAGMENTS D'ADN QUI ONT MIGRE DANS LE GEL

o Le gel de départ

Marqueurs

Gel a 0,8% en agarose

Marqueurs de taille :

2000 pb
1500 pb
1000 pb
750 pb
500 pb

Il faut disposer de la version humérique du gel

o Traitement du gel dans Mesurim

v" Lancer le logiciel
Ouvrir le fichier de la photo du gel : fichier_ouvrir
Régler I'échelle : Image_Créer/modifier I'image
Sélectionner : Echelle a définir
Suivre les indications

| Tracer un trait de long connue et indig ci-d sa long et l'unité

N XX

Echelle de longueur

T Rt ] s |
valeur : |3 unité Icm

début du segment : X1 |24 3: Y1 (12 3: fin du segment: X2 |24 3: vz (188 3:

v" Enregistrer le nom de I'échelle dans le fichier
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v" Mesurer les distances de migration des différentes bandes :
Fichier Edition Outils Fenétre I[mage Choix Affichage Aide

“ D|=|@|E|& || |ax

enth Desktoph | RAA clectrot F |

i€re sur un rectangle

Sélectionner l'icone « Mesure »

Choisir une mesure courante

|T Courante

Surface

Lumiére sur un rectangle
lumiére sur une Bande

Angle
Délimitation d'objets

Lumiére sous ce qui est coloré

Activer aussi les mesures multiples
Avec la souris, tracer un trait entre le puits de dépdt et la premiére bande

Fichier Edition Qutils Fenétre Imaggff Choix Affichage Aide

INECEERE R

. ‘

Incrément X

1 4]

Valeur X
[ i

% longueur [cm)

3

Enyoyer

ffact tableau

La valeur de la mesure apparat
Cliquer alors sur « Envoyer »

Recommencer en prenant la mesure de la distance de migration des différentes bandes.

v" Récupération du tableau des valeurs de mesure :

sélectionner outil_tableau e
I‘lBanded o
Avec le menu édition, il est possible |7 zs
de copier le confenu du tableau pour |2
récupérer les valeurs dans un tableur |« <0
5 4,47
6 4,81
7 515

Retour a I'activité 2
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ANNEXE 2

Construction dun fichier pour calculer la taille des fragments d’ADN

v' Exploitation des marqueurs de taille

Dans la fenétre tableau de « Mesurim »,

Il est possible de copier les valeurs du tableau.

fzl. Distance migration marg

Fichier | Edition | Affichage Choix Calculs

Bande

Ajouter 4

Supprimer 3

Copier 3

le Tableau

1
2 Tout effacer le Graphique
3 T8 '
4 4,09
5 4,47
6 4,81
¥ 5,15
Ouvrir un fichier Excel et coller D4 v fe | =LOG10(B4)
les valeurs du tableau Mesurim. . 2
de taille
Saisir la valeur de taille de chaque Distance.de | oo
anle
fragment  entrant dans la de bases (pb) | migration (cm)
composition du marqueur utilisé 2000 2,97 y 330
1500 - 318
Calculer dans une autre colonne le —1600 3.78 g
LOG de la taille pour chaque bande 750 4.09 258
500 4,47 270
300 4,81 248
Dans notre exemple, on remarque - ST "
que le 1‘r'agme.n?L le plus petit (50 - -
pb) n'est pas visible sur le gel

Création du graphique d=f(LOG(PM))

Calcul de la pente :
fe | =PENTE(C4:C9;D4:D9)

Calcul de I'ordonnée a l'origine :
fx | =ORDONNEE.ORIGINE(C4:C9;D4:D3)
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Pente

-2,25

Ordonnée arigine

10,45

d=f(LOG PM)
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v’ Utilisation des marqueurs pour déterminer la taille des autres
fragments

Réaliser la mesure des distances de
migration des différentes bandes

avec Mesurim. Reporter les VGICLS\

Tailleenph| D STOMCC e naitle)
migration (cm)

Utiliser les valeurs calculées de la
pente et de l'ordonnée a l'origine de
la courbe d'étalonnage pour calculer
le LOG(PM) de la bande

v f | =(H7-5C514)/5C513

S

3,21
2,89

Calculer alors la taille 471 4,47 2,67

= =10"I7 3.27 t 3,21 |
—_- - 1 - |

Retour a l'activité 3
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