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Chapitre 10 : Caractériser un génome de phage par l’utilisation d’enzymes de restriction 

Une autre étape dans la caractérisation de votre phage consiste à analyser son génome. Idéalement, nous séquencerions le génome de chaque nouveau bactériophage isolé pendant le cours SEA-PHAGES. Malheureusement, la technologie de séquençage n'a pas encore progressé au point où cela est possible dans le délai disponible. Heureusement, vous pouvez toujours avoir une idée des caractéristiques génomiques de votre phage en comparant les « empreintes digitales » génétiques générées par les enzymes de restriction (ou endonucléases de restriction).

Enzymes de restriction

Une enzyme de restriction reconnaît et coupe une séquence spécifique de 4 à 6 paires de bases d'ADN, appelée site de restriction. L'incubation d'ADN avec une enzyme de restriction est appelée digestion par restriction. Un exemple de site de restriction est GGATCC, reconnu par l'enzyme de restriction BamHI. Le nombre de fois qu'une enzyme particulière comme BamHI coupe votre ADN phagique dépend du nombre de fois que le site de restriction se retrouve dans le génome. Par exemple, si GGATCC apparaît une fois dans votre génome phagique et que le génome est incubé avec BamHI dans une réaction de digestion, le génome sera coupé en deux fragments d'ADN. Alors que si GGATCC se produit deux fois dans le génome phagique d'un camarade de classe et que le génome est incubé avec BamHI dans une digestion par restriction, le génome phagique de votre camarade de classe sera coupé deux fois, ce qui donnera trois fragments d'ADN. Le nombre et la taille des fragments générés font partie de l'empreinte génétique de votre phage. En effectuant plusieurs digestions de restriction avec différentes enzymes, vous pouvez créer une empreinte génétique fiable de votre phage, qui peut ensuite être comparée à celles d'autres phages.

Électrophorèse sur gel

Vous utiliserez l'électrophorèse sur gel pour séparer les fragments d'ADN obtenus après digestion par les enzymes de restriction et visualiser l'empreinte génétique de votre phage. L'électrophorèse sur gel est un moyen courant de séparer et de visualiser les macromolécules comme l'ADN, l'ARN et les protéines. Même si les protocoles exacts varient selon les types de macromolécules à séparer, la logique reste la même : les macromolécules chargées migrent à travers un tamis moléculaire (un gel) lorsqu'un courant électrique est appliqué. L'ADN est chargé négativement et, par conséquent, lorsqu'il est placé dans un gel et exposé au courant, il migre vers l'électrode positive. Lorsque les macromolécules chargées se déplacent à travers la matrice poreuse du gel, les petites molécules rencontrent moins de résistance et se déplacent plus rapidement que les plus grosses molécules. En conséquence, les fragments d'ADN se séparent selon leur taille.

Pour effectuer une électrophorèse d’ADN sur gel, le gel est d'abord coulé en faisant fondre de l'agarose (une substance extraite des algues) dans un tampon, puis il est versé dans le moule d'un appareil d'électrophorèse où il se solidifie après refroidissement. Le moule comprend un peigne qui crée des dépressions appelées « puits » dans le gel dans lesquels vous déposez vos échantillons d'ADN phagique. Étant donné que l'ADN est invisible à l'œil nu, un colorant fluorescent se liant à l'ADN est ajouté au gel avant de verser. Lorsqu'il est lié à l'ADN, le colorant émet une fluorescence (il brille) lorsqu'il est exposé à la lumière ultraviolette. En conséquence, vous pouvez visualiser l'emplacement et l'abondance de l'ADN dans le gel. Il est important de noter que ces colorants agissent en se liant à l'ADN, ce qui signifie qu'ils peuvent également se lier à votre ADN ! Par conséquent, soyez toujours prudent et portez des gants lorsque vous travaillez avec ces colorants mutagènes. Traditionnellement, le bromure d'éthidium (EtBr) a été le colorant le plus populaire, mais maintenant, des alternatives moins toxiques sont disponibles et doivent être envisagées. Une fois le gel refroidi et durci, il est placé dans l'appareil d'électrophorèse, immergé dans du tampon, puis il est prêt à être chargé avec vos échantillons d'ADN phagique. Avant de charger vos échantillons de digestion enzymatique dans le gel, vous devez les mélanger avec un tampon de chargement. Le tampon de chargement contient généralement du glycérol – ce qui aide votre échantillon à couler au fond du puits et à ne pas diffuser dans le tampon – et un ou plusieurs colorants tels que le bleu de bromophénol. Le bleu de bromophénol est un colorant qui migre à travers le gel à une vitesse similaire à celle d'un fragment d'ADN de 300 pb lorsqu'il est exposé au courant électrique. Son utilisation vous permet de voir vos échantillons pendant que vous les chargez dans les puits du gel et de suivre le mouvement de l'ADN à travers le gel pendant l'électrophorèse.

Une fois vos échantillons chargés dans les puits du gel, l'appareil d'électrophorèse est connecté à une source d'alimentation et un courant électrique circule dans le gel, provoquant la migration des fragments d'ADN. Parce que les fragments d'ADN de différentes tailles migrent à des vitesses différentes, chaque fragment se retrouvera comme une bande sur le gel qui seront visibles suite à l’exposition à la bonne longueur d'onde de la lumière. Le nombre et la taille de ces bandes sont l'empreinte génétique de votre phage !
 
Une photographie de l'empreinte génétique de votre phage (Figure 10.0-1) contient des informations précieuses sur votre phage qui peuvent être utilisées à des fins de caractérisation et de comparaison. Pour déterminer la taille de chaque fragment ou bande, telle qu'elles apparaissent sur le gel, une échelle contenant des fragments d'ADN de taille connue est également utilisée sur le gel et migre en même temps que les échantillons. Cette échelle peut être utilisée pour estimer la taille de chaque fragment de votre échantillon ou, lorsqu'elle est utilisée pour générer une courbe standard, pour déterminer la taille exacte de chaque bande. Une fois que vous avez déterminé le nombre et la taille des bandes à partir de votre échantillon de phage digéré par enzymes de restriction, vous pouvez les interpréter pour voir comment elles se comparent avec d'autres phages caractérisés.
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	Figure 10.0-1. Gel de digestions enzymatiques de restriction. Un gel d'agarose à 0.8% chargé avec une échelle de 10 kb et d’un ADN de phage. Chaque puit est identifié selon son contenu.
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