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Clonage moléculaire 

U n clone est un ensemble de cellules qui ont toutes le 
même génome et qui ont une origine commune 

Définition: 

Cloner un fragment d'ADN consiste a: 

• isoler physiquement ce fragment et l’ inséré dans un vecteur pour  
augmenter leur nombre de copie 



Clonage moléculaire 

Principe: Le clonage consiste a: 
 
1) insérer un fragment d'ADN étranger a 

cloner (insert) dans un vecteur de 
manière a obtenir un vecteur 
recombinant. 

 
2) introduire le vecteur recombinant dans 
une cellule hôte. 
 
3) amplifier le vecteur recombinant par 
division de la cellule hôte, afin d'obtenir 
un clone recombinant. 



Clonage moléculaire 



Clonage moléculaire 

 comment obtenir l’ADN de l’organisme  donneur? 
 

 Qu’est ce qu’une enzyme de restriction? 
 
Quels sont les vecteurs de clonage? 
 

Comment l’ADN d’intérèt et le vecteur sont –ils 
liés? 
Les cellules hôtes? 
Comment l’ADN recombinant est introduit dans 
 une cellules hôtes? 
 
Les intérêts du clonage? 
 



comment obtenir l’ADN de l’organisme  donneur? 



Qu’est ce qu’une enzyme de restriction? 



Quels sont les vecteurs de clonage? 



 
Un vecteur est une séquence d'ADN permettant 

la propagation, la sélection d'une séquence 

d'ADN d'intérêt.  



I - Propriétés des vecteurs de clonage 

capables de réplication autonome dans une cellule hôte donnée 

(origine de réplication de type procaryotique et/ou eucaryotique) 

 il doit posséder au moins un site 

 unique de restriction 

 possèdent un polylinker ou site multiple 

 de clonage 

Possèdent des propriétés permettant la  

sélection de la cellule hôte (résistance ATB) 

supportent l’insertion d’un fragment d’ADN plus ou moins grand. 

 

 

 



3.Différents vecteurs pour différentes utilisations 

VECTEURS HOTE INSERT (Kb) 

Plasmides Bactérie 10 

Phage lambda Bactérie 25 

Cosmide Bactérie 45 

Phage P1 Bactérie 100 

BAC (bacterial artificial chromosome) Bactérie 300 

YAC (yeast artificial chromosome) Levure 1000 

Taille maximum approximative du fragment 

d’ADN qui peut être cloné dans chaque vecteur 



4. Les plasmides comme vecteurs de clonage  

Molécule d’ADN de taille réduite, d'origine bactérienne 

Molécule d’ADN circulaire – taille 2kb à 5kb 

Peut accepter jusqu’à 10kb d’ADN exogène 

Peut être considérée comme un minichromosome capable de 

réplication autonome 

Confère la résistance à un ou plusieurs antibiotiques= 

sélection 



4. Les plasmides comme vecteurs de clonage  

Molécule d’ADN de taille réduite, d'origine bactérienne, 

extrachromosomique (épisome) 

Molécule d’ADN circulaire – taille 2kb à 5kb 

Peut accepter jusqu’à 10kb d’ADN exogène 

Peut être considérée comme un minichromosome capable de 

réplication autonome 

Confère la résistance à un ou plusieurs antibiotiques= 

sélection 



 Les plasmides de première  génération: 
 
 (exp: ColE1, Psc101, RSF2124) C'est avec ces 
plasmides qu'ont été effectué les 1er clonages 
(clonage génique).se sont des plasmides à l’état 
naturel, non modifies au laboratoire. Mais ils 
avaient besoin d'être améliorés. •  



 
Plasmide de  deuxième  génération: 
 (exp: la serie pBR312 à pBR322) dérivé de 
plasmides naturels: plasmides artificiels 
Le plasmide pBR 322 est constitué de 4,4 kb et 
possède deux gènes de résistance : un pour la 
tétracycline (TcR), l’autre pour l’ampicilline 
(ApR) il possède, 20 sites uniques pour les 
endonucléases de restriction dont 11 localisés 
sur deux gènes de résistance. 
• 



 

Plasmide de troisième  génération: 
 (exp: famille pUC) dérivé de pBR322, plasmide 
de 2 nd génération. Leur plus petite taille 
(2,6kb)  permet d'insérer un fragment d'ADN 
étranger plus grand. 
Possède les gènes de résistance à l’ampicilline 
et LacZ 



Comment l’ADN d’intérèt et le 
vecteur sont –ils liés? 
 
Les cellules hôtes? 
 
Comment l’ADN recombinant est 
introduit dans une cellules hôtes? 
 
Les intérêts du clonage? 



 

Utilisation d’un vecteur 
 

 

1- préparation du vecteur: 

coupure du vecteur à 

l’endroit exact ou l’on 
désire insérer la séquence 

à étudier. 



 

2- traitement par phosphatase alcaline  



 

3 –L’insertion du l’insert dans plasmide 



 

4- Introduction de l’ADN recombinant dans les cellules 
hôtes 

 

De type procaryotique (bactéries): 

Cas d’un vecteur plasmidique: l’ADN est introduit dans les 

bactéries traitées spécialement le plus souvent par choc thermique 

ou par choc électrique. 



 

5 - la sélection des bactéries transformés: 



 

5 - la sélection des bactéries transformés: 



 

5 - la sélection des bactéries transformés: 



 



 

Le taux de transformation des bactéries est 
généralement très faible. 

Si on utilise un gène de résistance dans plasmide on 

obtient une sélection  séparer les bactéries comportant 

des plasmides et les bactéries sans plasmides car ces 

dernières sont tuées.  

  cette méthode permet pas de distinguer les bactéries 

avec plasmides intacts des bactéries avec plasmides 

recombinants. 

On utilise pour cela une résistance à un second 

antibiotique , ou plasmide a un  gène code (LacZ) pour un 

protéine β galactosidase. 



 

5 - la sélection des bactéries transformés: 



 



 



 
En médicine: 

-Production des hormones et des protéines : 

-insuline → traitement de diabète. 

-Interférons α β, δ  agent antiviraux , anti-tumoraux et 

anti-inflammatoires. 

-Streptokinase  →anticoagulant (Prescott et la ; 2010). 


