SVF — Génomique structurale et fonctionnelle

TP - étude expérimentale de ’'ADN
viral du bactériophage A

Source : https.//www.mcgill.ca



1. La technique de RFLP

Restriction Fragment Lenght Polymorphism



Les enzymes de restriction

Outils des bactéries comme mode de défense contre les virus

Site de coupure pour 'enzyme de restriction :

EcoRl Hindlll
5 —GLA—A—T—T— c—-3 5 —A*A—G—C—T— T3
3—C—T— T—A—A-G—5' 3—T—T— C—G—A—A—5'

Source : Notice du kit Sordalab



Utilisation de Geniegen2

21205 21210 21215 21220 21225 21230 21235 21240

| I | I | I | I
CTTGAATACCTTGGGGCCGGTGAGAATTCGGCCTTTCCGGC
GAACTTATGGAACCCCGGCCACTCTTAAIGCCGGAAAGGCCC

B P ——————

Site EcoRl visible sous Geniegen?

Source : https.//www.pedagogie.ac-nice.fr/svt/productions/geniegen2/



Utilisation de Geniegen2

21205 21210 21215 21220 21225 21230 21235 21240

I | I I | I
CTTGAATACCTTGGGGCCGGTGAG%GGCCTTTCCGG( Hindlll coupe I’ADN 7 fois
GAACTTATGGAACCCCGGCCACTCTTAAGCCGGAAAGGCCC

¥ 23130
- 25157
27479
EcoRl coupe I’ADN 5 fois 36895
21226
37459
26104
37584
31747 44141
39168
44972

Source : https.//www.pedagogie.ac-nice.fr/svt/productions/geniegen2/



Carte de restriction du phage A

Ville ps pows ool sams

sop s samn bos s g eas sl ey poes vl gwr cong g 4002
] | . ||
Hind[11 “EcoR] EcoRl EcoR]
EcoRl HindI 11 HindI11
HindI1I HindII1
HindII1

*EcoR]

On attend donc

6 fragments apres coupure avec EcoRl
8 fragments apres coupure avec Hindlll
13 fragments apres une double coupure

Source : https://www.sordalab.com/RESSOURCES/documents/FR/ELECCRDG.pdf



2. Electrophorése d’ADN sur gel
d’agarose



Le montage

‘" | "‘e;: fim 2 .
Pole +

anode

tampon — puits chargés *
‘2 Tris %7 2N
pH 8,3 "
. N ‘

cathodé . gel d’agarose ‘

© C. Escuyer



Le gel obtenu
Phage A Phage B

puits

différents
fragments
de
restriction
o . g EcoR | ) EcoR |
dlgeshon EcoR |1 Hind Illl Hind Il = EcoR | Hind lll Hind Il

Source : https://www.sordalab.com/RESSOURCES/documents/FR/ELECCRDG.pdf



Gel obtenu par les étudiants en 2021

\ différents

fragments
de
restriction
digestion EcoR | Hind NP S EcoR1 Hindlll <R
gopne = oo e N T/ <o e 1 ind il
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3. Analyse des gels et intéréts
de la méthode
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Les résultats obtenus sur le gel
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Type de phage

Fragments EcoRlI

Fragments Hindlll

Fragments EcoRI + Hindlll

Phage A

6 fragments de taille
21226 ; 7421 ;5804 ;
5643 ; 4878 ; 3530

8 fragments de taille : 23130 ;
9416 ; 6557 ; 4361 ; 2322 ; 2027 ;
(564 ; 125 non visibles sur le gel)

13 fragments de taille : 21226 ; 5148 ;
4973 ; 4268 ; 3530 ; 2027 ; 1904 ;
1584 ; (1375 ;947 ;831 ;564 ; 125

non visibles sur le gel)

Phage B

6 fragments de taille
21226 ; 7421 ;5804 ;
5643 ; 4878 ; 3530

9 fragments de taille : 23130 ;
6019 ; 6557 ; 4361 ; 3397 ; 2322 ;
2027 ; (564 ; 125 : non visibles
sur le gel)

14 fragments de taille : 21226 ; 4973 ;
4268 ; 3530 ; 3397 ; 2027 ; 1904 ;
1751 ;1584 ; (1375 ;947 ; 831 ; 564 ;
125 : fragments invisibles sur le gel)

Le phage A montre des résultats conformes a la prédiction : il s’agit du phage

Sauvage.

Le phage B présente 1 bande supplémentaire dans la piste Hindlll : cela signifie
gu’une mutation est apparue et qu’elle a fait apparaitre un nouveau site de

restriction.

Source : https://www.sordalab.com/RESSOURCES/documents/FR/ELECCRDG.pdf
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Recherche de la position de la mutation

Phage sauvage : fragments Hindlll
8 fragments de taille : 23130 ; 9416 ; 6557 ; 4361 ; 2322 ; 2027 ;

(564 ; 125 non visibles sur le gel)

Phage muté : fragments Hindlll
9 fragments de taille : 23130 ; 6019 ; 6557 ; 4361 ; 3397 ; 2322 ;

2027 ; (564 ; 125 : non visibles sur le gel)

La mutation est placée dans le fragments de 9416 pb : elle le scinde
en 2 séquences de 6019 et 3397 pb.



Recherche de la position de la mutation

Position 33 498
A P (P DT IR YT A DL T ETE o | oo oy 6 o e SAGNA

b I I ||
HindII1 = | HindIII EcaR] EcoR]

En s’aidant de la double

coupure, il est possible de ECoRl HindI1l HindI11
. EcoR] .

positionner précisément la HindI1] HindI1]

mutation. HindII1

*EcoR]
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Source : https://www.sordalab.com/RESSOURCES/documents/FR/ELECCRDG.pdf
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Identification de la mutation

Geniegen2 donne la séquence sauvage aux alentours de la position 33 498

33490 33495 33500 33505

I l ’ * ’

i N gy 5 AWA _ G—C—T—T—3

.CGAAAAACGCCTCGAGTGA || n’y a pas le site a Hindlll ; ,
‘GCTTTTTGCGGAGCTCACT y 3—T—T—C—G—A—TA—5

équivalent a

mutation ’ )
3’ -C-T-C-G-A-G- 5’ , |3 -T-T-C-G-A-A- 5
5 -G-A-G-C-T-C- 3’ 5" -A-A-G-C-T-T- 3
Séguence sauvage Séguence mutée

Source : Geniegene2



Carte de restriction simple

EcoRl BamHI EcoRI +
BamHI
8 kb
6kb ———_—
— 5,5kb
— ?l'lfbkb — 4kb
— 3,5 kb
— 3 kb
—  2,5kb

1 kb
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Utilisation dans la police scientifique

Trace
suspecte  Suspect 1  Suspect 2

e —
—m - — e
-—— . -
RFLP et recherche des criminels -— -— -—
—
p— - -
= & =
= g -

Résultats d'une comparaison ADN
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