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Clonage et PCR 
 
En 1983, Kary Mullis conçut l'idée de la réaction d'amplification spécifique in vitro de l'ADN : la 
"Polymerase Chain Reaction" (PCR). L'ADN polymérase I d'Escherichia coli, utilisée à l'origine, 
était irréversiblement dénaturée à chaque cycle. En 1988, David Gelfand et ses collaborateurs 
isolèrent à partir de l'eubactérie thermophile Thermus aquaticus une enzyme qui devait devenir, 
sous le nom de Taq polymérase (EC 2.7.7.7), un outil majeur du génie génétique. 
Depuis, cet outil ne cesse d'être amélioré. D'autres enzymes ont en effet été isolées à partir de 
bactéries thermophiles (eubactéries ou archaebactéries) et la connaissance de la séquence 
des gènes codant ces enzymes a permis de produire  toute une panoplie d'enzymes 
recombinantes. 
Différents protocoles sont actuellement proposés pour réaliser une "hot start" PCR ou 
"démarrage à chaud" de la PCR.  
  
1. LE CLONAGE DIRECT DU GENE  
La purification originelle de la Taq polymérase  a nécessité de partir d'un grand volume de 
culture de Thermus aquaticus et a mis en jeu trois chromatographies successives sur colonne.  
Par la suite, le gène de la Taq polymérase a été cloné chez E. coli à partir d'une banque 
génomique de Thermus aquaticus, puis séquencé. Un clonage direct du gène est alors devenu 
possible, ce qui a permis de produire plus aisément l'enzyme, d'étudier sa relation structure-
fonction et de l'améliorer. 
 

1.1. Présenter, éventuellement à l’aide de schémas, les étapes de construction d’une 
banque d’ADN génomique et une méthode de criblage du gène de la Taq polymérase. 

 
Le gène est amplifié spécifiquement à partir de l'ADN génomique de Thermus aquaticus puis 
inséré dans le site de clonage multiple (MCS) du plasmide pUC 18.La construction  obtenue est 
utilisée, après ligature, pour transformer une souche hôte d’E. coli. 

 Le document 1 présente :                                               
- une brève présentation du principe du clonage 
- les sites de restriction des enzymes utilisées 
- une carte de restriction partielle du gène Taq avec les positions des amorces utilisées 
- les séquences de ces amorces 
- la carte du plasmide pUC 18. 
 

1.2. Indiquer le rôle des séquences du plasmide pUC18 présentées sur la carte. 
(Document 1). 
 
1.3. L'amplicon formé doit subir une double digestion par des enzymes de restriction. 
 Préciser quelle double digestion doit être réalisée et expliquer pourquoi.  
 
1.4. Comparer les sites de restriction de Bam H I et Bgl II.                                    
Justifier le choix des deux enzymes retenues pour ce clonage . 
 
1.5.  Montrer à l'aide d'un schéma que la stratégie utilisée conduit à une insertion orientée 
du gène Taq dans le vecteur pUC 18 et représenter la construction obtenue.  
 



Le Document 2 reproduit les indications du vendeur de ces enzymes sur la composition 
des tampons de digestion fournis et les activités des enzymes dans ces tampons. 
 
1.6. En déduire le tampon à utiliser lors de la double digestion de l'amplicon d'une part, et 
celui utilisé pour la digestion du vecteur d'autre part. 
 
1.7. Donner le principe de la transformation d’E. coli par choc thermique en présence de 
chlorure de calcium CaCl2. 
 
 

2. UNE Taq POLYMERASE RECOMBINANTE   
 
Le Document 3 présente un alignement informatique des séquences protéiques de la Taq 
polymérase (Taq) et de l’ADN polymérase 1 d’E.coli (pol), enzyme possédant les 3 domaines 
suivants : 
 

Activité exonucléase 5’→3’ Activité exonucléase 3’→5’ Activité polymérase 5’→3’ 

Acides aminés 1 à 323 Acides aminés 324 à 517 Acides aminés 521 à 928 

 
2.1. Citer le programme utilisé pour réaliser cet alignement. 
2.2. Analyser les homologies de séquences résultant de cet alignement et conclure quant 
aux domaines susceptibles d’être présents dans la Taq polymérase. 
 
 

3. PROCÉDÉ DE « HOT START »  
 3.1. Donner le principe et l’intérêt d’une «  hot start » PCR. 
 

 L'effet inhibiteur de différents anticorps monoclonaux vis à vis de l'ADN polymérase de 
 Thermus aquaticus est testé selon 2 protocoles différents rapportés dans le Document 4. 
 
 3.2. Dans la perspective de l'utilisation d'un procédé "hot start" PCR, justifier les   
 températures mises en jeu dans les protocoles 1 et 2. 

Préciser ce qui est testé dans le protocole 1 et ce qui est vérifié dans le protocole 2. 
 
3.3.  Analyser les résultats obtenus lors de la mise en œuvre du  protocole 1 et conclure.  
Donner un qualificatif pour les anticorps étudiés. 

  
3.4.  Déduire une conclusion des résultats du protocole 2. 

 
 3.5.  Indiquer l’anticorps monoclonal à utiliser pour éviter la formation de    
 produits non spécifiques au cours de la PCR. Justifier ce choix. 

 
4. UTILISATION DE LA PCR  

La PCR est utilisée pour le clonage  de deux variants du gène PRNP codant la protéine PrPc 
du mouton, glycoprotéine, abondante à la surface des neurones qui serait à l’origine 
d’encéphalopathies spongiformes (maladie de Creutzfeld-Jakob, tremblante du mouton). 
 

4.1. Rappeler les critères de choix des amorces. 

Le document n°5 présente la structure du gène PRNP du mouton. Seul l’exon n°2 code la 

protéine prion et son clonage a été décidé pour les deux variants du gène PRNP. 

4.2. A l’aide du document 6, déterminer les séquences des deux amorces utilisables 
pour cette PCR et s’hybridant avec les régions soulignées. Justifier.  



Elles sont nommées respectivement «  amorce 161 » et «  amorce 931 » selon leur 
site d’hybridation. 
 

4.3. Calculer la Tm (°C) de chacune de ces deux amorces en utilisant la règle de 
Wallace : 

Tm (°C)= (4  nombre de bases GC) +  (2  nombre de bases AT) 
‐ Déterminer une valeur de température d’hybridation pour ce couple 

d’amorces. 
‐  

4.4. Optimisation de la PCR  
Cette PCR est réalisée avec différentes concentrations en magnésium. Les résultats 
sont présentés dans le document n°7. 

4.4.1. Quelle est la composition du « témoin négatif » ? Quel est son rôle ? 
4.4.2. Commenter les résultats des pistes 3 à 8.  
4.4.3. Conclure quant aux conditions optimales en magnésium de cette PCR.  
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