Biolnteractive

EL EXPER'MENTO DE MESELSON-STAHL Free Resources for Science Teachers and Students

http://www.bionova.org.es/animbio/anim/meselson/intromeselson.swf
Objetivo: Explicar, sobre la base de una animacion y de las actividades propuestas en la guia, cdmo el experimento de Meselson y Stahl establecié de
manera concluyente que la replicacion del ADN es semiconservadora. Describir el experimento de Meselson y Stahl.
INTRODUCCION

En la década de 1950, James Watson y Francis Crick sugirieron un mecanismo para la replicacién del DNA al cual

denominaron "Modelo de replicacion Semiconservativo". Durante la replicacion semiconservativa, cada una de

las dos hebras de DNA actuaria como una plantilla para la sintesis de una hebra nueva. Las dos nuevas moléculas
de DNA consistirian de una hebra de la molécula original y una hebra recién sintetizada. En aquellos tiempos, los
cientificos estaban considerando tres posibles modelos de replicacion. Estos eran:

Tipo de Replicacion Composicion de Moléculas de DNA antes y después
(a) Replicacion Conservativa — la molécula de DNA original permanece
intacta y se sintetiza una nueva molécula de DNA que no contiene m
ninguna parte de la original. Es una molécula completamente nueva. m -~
Original DNA NIRNIRNR

NN NN
AN
After one replication

(b) Replicacion Semiconservativa — cada una de las dos moléculas de
DNA esta compuesta por una hebra de la molécula original y una

hebra recién sintetizada m SRS
N N N N
Original DNA
After one replication
(c) Replicacion Dispersiva — cada una de las dos moléculas de DNA L AN NN

. . . . N\ \
esta compuesta de secciones del DNA original y del DNA recién Pad \! ﬁ g %

. . . . N
sintetizado intercaladas aleatoriamente a lo largo de cada hebra. m SN N -

NGtese que, aunque en las ilustraciones pareciera que hay un patron, Original DNA N B N
en la replicacion dispersiva los nucledtidos originales y recién NS NS

sintetizados se mezclarian aleatoriamente. After one replication

En 1958, Matthew Meselson y Franklin Stahl condujeron su famoso y elegante experimento de pulso-caza para
determinar cudl de estos tres modelos era el correcto.

La clave del experimento de Meselson-Stahl fue el uso de los isétopos no radioactivos del nitrégeno, YN y 15N, en
los medios para el cultivo de bacterias de E. coli. A medida que se reproduce E. coli, se sintetizan nuevas moléculas
de DNA que incorporan a estos isotopos. Aquellas E. coli cultivadas en presencia de >N crearon DNA "pesado".
Después de muchas generaciones, todo el DNA en las células de E. coli era pesado. Las células cultivadas en
presencia de YN produjeron DNA "liviano" y, después de muchas generaciones, todo el DNA en las células de E.
coli era liviano. La ventaja de tener DNA de diferentes densidades es que pueden separarse ]
por centrifugacidn. Para este proceso, las células de E coli primero fueron abiertas para sacar
su DNA; después de eso, el contenido celular con los DNA pesado y liviano (llamado el
"extracto crudo") fue mezclado con una solucién que contenia la sal cloruro de cesio y,
luego, fue puesto en un tubo de centrifuga con cuarzo transparente que permitié que la

solucion fuese fotografiada mientras daba vueltas. El DNA liviano y pesado se separaron.Figure1: Resilt of the

Las moléculas de diferente densidad se acumularon a distintas profundidades. EI DNA  centrifugation of light
pesado formé una banda en un punto mas abajo de la mezcla, mientras que el DNA and heavy DNA

liviano formd una banda mas arriba. La diferencia en la densidad del DNA fue suficiente para la separacion. (Fig. 1.)
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LA FASE DE PULSO

Usando esta técnica, Meselson y Stahl cultivaron, durante muchas generaciones a cepas de E. coli en un medio que
contenfa °N. Con esto se aseguraron que todo el DNA de las bacterias seria marcado con N. A medida que las bacterias
crecian y se reproducian, incorporaban el isétopo >N. A esto se denomina fase de pulso del experimento (es decir, el
pulso estd exponiendo a las células a una versién particular de un compuesto). Luego, Meselson y Stahl tomaron algunas
de estas bacterias, prepararon el DNA como lo habian hecho antes y lo centrifugaron. Debido a que todo el DNA se marcé
con 15N, se formé una sola banda. Esta es la "Generacién Cero".

1. Elije un lapiz de color. Utilizando la figura 1 como referencia, indica la localizacion de la banda
para el DNA pesado (°N)enla generacion cero, en el tubo de centrifuga representado a la
derecha.

GENERACION CERO
LA FASE DE CAZA
A continuacidn, las bacterias con DNA pesado se movieron a un medio de cultivo que contenia YN. Este paso marca
el comienzo de la fase de caza del experimento (es decir, exponiendo las células a una version diferente del mismo
compuesto). Después de 20 minutos (el tiempo que tarda E. coli en crecer y producir la siguiente generacion), se
prepard una muestra para centrifugacion. Esta fue identificada como "Generacién Uno". Otra muestra fue tomada
después de que pasaron otros 20 minutos. Esta fue la "Generacién Dos", y asi sucesivamente.

PREGUNTAS

2. Silareplicacién del DNA es semiconservativa, usa la clave dada a la

derecha para ilustrar la disposicién de los isétopos ligeros y pesados del

KEY
nitrégeno en las moléculas de DNA formadas en la Generacién Uno y
Dos. Supdn que cada bacteria se dividié exactamente una vez por . =
Single light nucleotide Single heavy nucleotide
generacion. Aplica el mismo color que usaste antes para el A
- 15 ) - N I
isdtopo pesado ("°N) y elije un nuevo color para el isétopo N\\\\\
L. 14 DNA with light nitrogen DNA with heavy nitrogen
liviano (""N).
a. llustracidn: ‘q
Clave
b I-
N Nucledtido Indano Nuclettdo pesado
T IOL
N con DNA wano N con DNA pesado
Generacioncero >
Generacion uno
Generacion dos
b. Explicacién:
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c. Utilizando la figura 1 como estandar, dibuja bandas
gue ilustren el area donde se concentrard el DNA en los
tubos para las Generaciones Cero, Uno y Dos si la
replicacién del DNA es Semiconservativa.

Generation Generation Generation
Zero One Two

3. Usando la clave proporcionada en la pregunta 2, ilustra la localizacion de los isdétopos ligeros y pesados
del N en las cadenas de DNA de la Generaciones Cero, Uno y Dos si la replicacion del DNA fuese
conservativa.

a. llustracion: —q

-7 ——

Generacioncero >

Generacion uno

Generacion dos

b. Explicacién:

c. Enlostubos dibujados a la derecha, ilustra los
patrones de bandas que Meselson y Stahl habrian
observado si los resultados de su experimento
hubiesen apoyado el modelo conservativo de la
replicacién del DNA.

Generation  Generation Generation
Zero One Two
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4. Usando la clave proporcionada en la pregunta 2, ilustra la localizacion de los isétopos del N ligeros y
pesados en las cadenas de DNA de la Generaciones Cero, Uno y Dos si la replicacion del DNA fuese
dispersiva.

a. llustracion —q

L

Generacion cero b4

Generacion uno

Generacion dos

b. Explicacién:

c. Enlostubos dibujados a la derecha, ilustra los
patrones de bandas que Meselson y Stahl habrian
observado si los resultados de su experimento
hubiesen apoyado el modelo dispersivo de la
replicacién del DNA.

Generation  Generation Generation
Zero One Two

RESULTADOS DEL EXPERIMENTO DE MESELSON Y STAHL

Ahora que conoces los resultados de los diversos modelos de replicacidn, evalia los datos de Meselson y

Stahl. Su primera replicacidon en el medio de N produjo una banda de DNA hibrido de peso medio (14N y 15N).

La segunda replicacién en el medio N produjo tanto DNA ligero (14N) como DNA hibrido (14N y 15N).

5. ¢Cual modelo de replicacidon apoyaron los resultados obtenidos por el experimento de Meselson-Stahl?
Explica tu respuesta.

https://www.youtube.com/watch?v=cvU4kEMvbm4 (Video sobre su experimento, explicado por el mismisimo Meselson)
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