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Protocole 10.4 : Analyse des gels de digestion par enzymes de restriction

Objectif : Examiner et interpréter les résultats de vos digestions par enzymes de restriction

But : Les fragments d'ADN d'un génome de phage coupé par des enzymes de restriction peuvent être séparés selon leur taille en utilisant l'électrophorèse sur gel. Le résultat est une série de bandes d'ADN sur le gel qui reflètent les tailles de chaque fragment d'ADN. Le nombre de fragments d'ADN et la taille de chaque fragment est une « empreinte digitale » génétique pour votre phage qui peut être utilisée comme outil de diagnostic pour comparer des phages.

Matériel requis :
· Photo de gel
· Règle à mesurer
· Échelle de poids moléculaire d'ADN avec les tailles de bande connues

Protocole :

A. Effectuez une évaluation qualitative du gel.
1.  Obtenez une photo de votre gel ou accédez à une image numérique.
a. Identifiez chaque puit en fonction de son contenu.
b. En utilisant le « schéma » fournit de l'échelle de poids moléculaire d'ADN, identifiez chaque bande avec sa taille en paires de bases.
c. En regardant chaque piste (puit) et le gel dans son ensemble, répondez à ces questions :
· Y a-t-il de l'ADN dans chaque piste ? Comment le sais-tu ?
· Chaque enzyme de restriction a-t-elle coupé l'ADN du phage ? Comment le sais-tu ?
· Quelle enzyme de restriction coupe le plus ? Laquelle coupe le moins ?
· S'il y a un problème avec votre gel, pouvez-vous en identifier la cause ?

B. Effectuez une évaluation quantitative du gel – calculez la taille des bandes.
1. À l'aide d'une règle et d'un marqueur, tracez une ligne en haut de la photo de gel, au-dessus des puits ou en dessous des puits. La ligne servira de référence pour mesurer la distance migrée par l'ADN (Figure 10.4-1).
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	Figure 10.4-1. Gel avec les échantillons de digestion. Gel d’agarose avec les pistes et l’échelle de poids moléculaire identifiées. 























2. Faites une courbe standard de l'échelle de poids moléculaire d'ADN.
a. En utilisant le Tableau 10.4-1 comme guide, créez un tableau dans votre cahier ou une feuille de calcul Excel.
b. Remplissez les valeurs pour les tailles connues de fragments d'ADN de l'échelle.
i. Les échelles d'ADN (également appelées standards ou marqueurs) contiennent des fragments d'ADN de tailles connues. Les tailles des fragments sont spécifiques au fabricant ; par conséquent, il est important d'utiliser la bonne information lors de l'attribution des tailles de bande à votre échelle.
c. Mesurez la distance de migration, en centimètres, de chaque bande de l'échelle. Commencez par la ligne que vous avez tracée en haut du gel et arrêtez-vous en haut de chaque bande.
d. Notez ces données dans le tableau ou la feuille de calcul.
e. Créez un tracé semi-logarithmique de ces points de données pour créer une courbe standard. Le graphique peut être fait à la main ou en utilisant Excel.
	Tableau 10.4-1. Exemple de tableau de données pour créer une courbe standard d'ADN pour le gel d'agarose montré dans la Figure 10.4-1.

	Distance parcourue (mm)
	Taille des fragments d’ADN (pb)

	15
	10 000

	17
	6 000

	20
	3 000

	23
	2 000

	27
	1 500

	31
	1 000

	50
	500



Pour créer un graphique à la main sur du papier millimétré :
I. Identifiez les axes selon l'exemple de la Figure 10.4-2.
· L'axe des y est divisé en trois « cycles », chacun avec 10 sections représentant les distances logarithmiques. L'utilisation d'un tracé semi-logarithmique vous permet de visualiser des données exponentielles sans calculer le logarithme.
II. Ajoutez les données du tableau au graphique et joignez les points selon le « meilleur ajustement » (best fit, en anglais). 

   	Pour créer un graphique à l'aide d'une feuille de calcul dans Excel :

I. Sélectionnez les données saisies dans votre feuille de calcul selon le Tableau 10.4-1. 
II. Insérez un graphique en nuage de points.
III. Formatez l'axe des y pour utiliser une échelle logarithmique, ajoutez des quadrillages majeurs et mineurs et identifiez les axes.
IV. Cliquez avec le bouton droit sur un point de données pour ajouter une droite de tendance, en vous assurant qu'elle est exponentielle. Insérez l'équation de la droite sur le graphique.

3. Estimez la longueur des fragments de restriction en utilisant la courbe standard. Pour chaque enzyme de restriction :
a. Mesurez la distance (cm) de migration, de la ligne tracée à travers les puits jusqu'au sommet de chaque bande.
b. Trouvez cette distance sur l'axe des x de votre graphique et déplacez-vous vers le haut jusqu'à ce que vous atteigniez votre courbe standard. À partir de ce point, déplacez-vous vers la gauche jusqu'à ce que vous coupiez l'axe des y. Cette valeur est la taille (pb) de votre fragment de restriction.
c. Faites un tableau de ces données dans votre cahier de laboratoire.
I. Vous pouvez revérifier vos estimations en substituant la distance migrée (x) dans l'équation de la droite linéaire et en calculant la taille en pb (y).

4. Comparez les résultats de votre gel avec ceux d'autres bactériophages.
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Figure 10.4-2. Exemple de papier graphique semi-logarithmique pour la courbe standard d'ADN. L'axe des x est logarithmique, permettant aux données exponentielles de tenir sur le graphique et d'être linéarisées sans avoir à calculer le logarithme. L'axe des y est la distance de migration des bandes dans l'échelle d'ADN.
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