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Principe du clonage moléculaire

Il s’agit d’intégrer un fragment d’ADN d’intérêt dans un vecteur.
Il existe différents type de vecteur associée à différents organisme.
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Structure minimal d’un vecteur de clonage
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Vecteur bactérien

Site de clonage

• Petite molécule d’ADN bicaténaire de 3 

a 10 kb capable de se réplique dans 

une cellules bactérienne

• Le gène de sélection est généralement 

une gène de résistance à un 

antibiotique (exemple : ampicilline)

• L’organisme hôte est une bactérie, 

généralement E.Coli, dont le temps de 

génération est de 20 min.

• La taille de l’insert (ADN inseré) est de 0.1 a 
10 Kb.

• Généralement utilisé pour stocké, multiplier 
de l’ADN.



Clonage dans un plasmide
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Clonage dans un plasmide bactérien

Milieux solide riche + ampicilline

37°C, Over night

Dépôt des bactéries transformées

37°C, Agitation 
Over night
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Clone 
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Clonage via Phage λ

• Molécule d’ADN bicaténaire de 50 kb, 

dont l’organisme de réception est un 

phage (virus infectant les bactéries).

• La construction du vecteur recombinant 

est des milliers de fois plus efficace que 

celle d’un plasmide.

• Utilisé pour générer des bibliothèques 

d’ADN et peut contenir une séquence 

de 10 à 20 kb.



Le bactériophage λ est un phage lytique
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Étape de production d’un phage contenant l’insert
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Étape de production d’un phage contenant l’insert

Phage recombinant
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Clonage via Yeast Artificial Kromosomes (YAK)

Site d’insertion

Gène d’auxotrophie
pour l’Uracile

Origine de 
réplication de la 

levure

Centromère de 
levure

Gène de résistance 
à l’ampicilline

Origine de 
réplication 

bactérienne
• Molécule d’ADN bicaténaire dont 

l’organisme de réception est une levure

• Utilisé pour générer des bibliothèques 

d’ADNg et peut contenir une séquence 

de 200 à 1000kb.

• La méthode de clonage suit le même 

principe que le clonage dans un 

plasmide.

• Le vecteur peut être amplifier 

rapidement dans E Coli ou sauvegarder 

dans la levure



Clonage via Bacterial Artificial Kromosomes (BAK)

• Chromosome modifié de bactérie

• Utilisé pour générer des bibliothèques 

d’ADNg et peut contenir une séquence 

de 100 à 500kb.

• La méthode de clonage suit le même 

principe que le clonage dans un 

plasmide.

• Le vecteur peut être conservé dans des 

bactérie, des levures et des phage mais 

se conserve plus long temps dans les 

bactéries.



Les différents types de vecteurs et leurs caractéristiques associés



Les stratégies de clonage d’insert dans les vecteurs

?

1- Clonage par restriction-ligation
2- Clonage par recombinaison
3- Clonage par PCR (Lic-PCR)



Clonage par restriction-ligation
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Les enzymes de restriction
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Les enzymes de restriction

Les enzymes reconnaisse des séquences palindromique, selon l’enzyme peuvent libérer des 
extrémités à bout franc ou à bout cohésifs 

ATTAGCCGTAAT
TAATCGGCATTA

ATTAGCCGTAAT
TAATCGGCATTA

ATTAG    CCGTAAT
TAATC    GGCATTA

AT      TAGCCGTAAT
TAATCGGCAT      TA

Bout franc Bout cohésif



Les enzymes de restriction

Bout franc

Bout cohésif



La restriction et la ligation

Restriction du 
vecteur et de 

l’insert 

Vecteur et insert 
digérés
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La restriction et la ligation

Ligation



La restriction et la ligation

Vecteur recombinant re-circularisé 



Stratégie de clonage par restriction-ligation
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Stratégie de clonage par restriction-ligation

EcoRI EcoRI
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Cas 1 : re-digestion des plasmide recombinant
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Cas 2 : criblage bleu blanc

LacZ
Le polylinker contient 

une séquence qui 
code pour l’enzyme 

LacZ

En changeant le lactose par X-gal
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Cas 2 : criblage bleu blanc

LacZ
Le polylinker contient 

une séquence qui 
code pour l’enzyme 

LacZ

Ajout du substrat de 
LacZ dans le milieu

Ajout photo LacZ + 
équiation

Les clones ayant des 
vecteur recombinant 

ne produisent pas 
LacZ et son blanc

Les clones ayant des 
vecteur vide 

produisent LacZ et 
son bleu



Cas 3 : double digestion avec enzymes différentes au cours du 
clonage
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Cas 3 : double digestion avec enzymes différentes au cours du 
clonage
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Cas 3 : double digestion avec enzymes différentes au cours du 
clonage
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Générer des sites de restriction par ligation

Gène cible

Extra bouts possédant 
des sites de restriction Amorce directe
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des sites de restriction

Amplification

Gène cible
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Gène cible

Gène cible

Ligation



Générer des sites de restriction par PCR

Gène cible
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Générer des sites de restriction par PCR

Gène cible

Extra bouts possédant 
des sites de restriction Amorce directe

Amorce reverse
Extra bouts possédant 
des sites de restriction

Amplification

Gène cible

Enzyme de restriction Enzyme de restriction

digestion

Gène cible



Les stratégies de clonage d’insert dans les vecteurs

?

1- Clonage par restriction-ligation
2- Clonage par recombinaison
3- Clonage par PCR (Lic-PCR)



Le clonage par recombinaison Getway
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Le clonage par recombinaison Getway

Site de 
recombinaison

Site de 
recombinaison

Origine de 
réplication

Cassette 
Toxique (ex inhibiteur de 

gyrase) Gène cible

Extra bouts de 
recombinaison Amorce directe

Amorce reverse
Extra bouts de 
recombinaison

Amplification

Gène cible

Gène cible

I. gyrase

I. gyrase

Recombinase

Recombinaison

Gène cible

I. gyrase



Gène cible

Le clonage par recombinaison Getway
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Le clonage par recombinaison Getway

Gène cible I. gyrase

Survie Mort



Stratégie de clonage de gène bactérien
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Stratégie de clonage de gène bactérien

A B C DP
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Clonage d’un gène
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Sites restrictions



Stratégie de clonage de gène bactérien

A B C DP

Opéron

Clonage d’une combinaison de gènes 
successifs

B C

Sites restrictions



Stratégie de clonage de gène bactérien
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Stratégie de clonage de gène bactérien
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Stratégie de clonage de gène bactérien
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Stratégie de clonage de gène bactérien

A B C DP

Opéron
Clonage d’une combinaison de gènes éloignés

B D

Séquences 
complémentaires

PCR PCR 

PCR, dénaturation hybridation 

PCR, 1er cycle d’amplification 

PCR, amplification 

La DNA polymerase utilise les sites 
d’hybridation en temps qu’amorces



Stratégie de clonage d’un gène eucaryote

P E1 E2 E3 E4
I1 I2 I3

PCR 

E1 I1 E2 I2 E3 I3 E4

Sites restrictions

Clonage d’un gène entier



Stratégie de clonage d’un gène eucaryote, épissage par PCR

P E1 E2 E3 E4
I1 I2 I3

Cas d’exon avec over lape 
(régions complémentaires)

PCR 1 + PCR 2 dénaturation 
hybridation 

E1 E2 E3 E4

Les régions 
complémentaire se 
recouvre et servent 

d’amorce pour l’ADN pol

PCR 2 amplification



Stratégie de clonage d’un gène eucaryote, épissage par PCR

P E1 E2 E3 E4
I1 I2 I3

Cas d’exon sans over lape 
(régions complémentaires)

PCR 1 + PCR 2 dénaturation 
hybridation 

E1 E2 E3 E4

PCR 2 amplification

Ajout d’extra bouts 
complémentaire



Fin du chapitre III


