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Afin de cloner un segment d’ADN circulaire double brin dans le plasmide pUC 18, on réalise les opérations suivantes : 
1) Traitement de l’ADN à cloner avec l’enzyme de restriction EcoRI
2) Traitement du plasmide pUC 18 avec le même enzyme
3) Traitement de l’ADN à cloner et du plasmide traités par EcoRI en présence de ligase T4 et d’ATP
On répète la même expérience avec les enzymes de restriction suivantes : BamHI, XbalI et HindIII
[bookmark: _GoBack]Les plasmides recombinants sont incubés en présence d’une souche d’E.coli Amps. Lac Z- ( B-galactosidase inactive). Les bactéries sont ensuite cultivées sur une gélose contenant de l’ampicilline, de l’IPTG (inducteur de l’opéron lactose) et du X-gal (5-bromo-4-chlor-3-indolvI-B-D-thiogalactoside substrat incolore devenant bleu après hydrolyse par la B-galactosidase).
Tous les types de colonies cultivant sur le milieu Amp-IPTG-X-gal sont isolés et leur ADN plasmidique extrait sous forme superenroulée. L’électrophorèse sur gel d’agarose permet de déterminer la taille de chaque plasmide.
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Les résultats de ces expériences sont consignés dans le tableau suivant :
1- Quel est le rôle de l’ampicilline au cours de ces expériences ?
2- A quoi correspond une colonie bleue ? une colonie blanche ?
3- Quel est l’intérêt de réalisé une expérience sans utiliser d’enzyme de restriction ?
4- Déterminer la taille de l’ADN inséré dans chaque cas ?
5- Quelle est la taille du fragment d’ADN concerné ?
6- Comment interpréter le résultat obtenu avec l’enzyme de restriction Xbal ?
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- LucZ!': fragment du géne lac 7 codant pour un peptide o permettant de

| complémenter le géne chromosomique Lac Z d'une souche £ coli déficiente
| en peptide a;

- SCM : site de clonage multiple avec plusicurs sites de restriction uniques, Le
clonage d'un fragment ' ADN dans le SCM abolit |'a complémentation ;

- Ap" - gime de résistance @ lampicilline ;

= Ori : origine de réplication du plasmide |
- P promoteur LacZ permet la fixation de I'ARN polymérse ;
=0 < site de fixation du répresseur permettant le controle de la transcription

par un inducteur non métabolisable tel que I'IPTG (isopropy -thio-fi-D-
galactoside).

Les résultats des ces expéniences sont consignés dans le tablean suivant :

Enzyme uilisée | Type de colonies mﬁ:ﬁ:’b

A bleue 2,69

FcoR1 B : blanche 300

C ! blanche 3,28

Xbal A : blene 2,69

A : bleue 2,69

Hind 111 B : blanche 292

C : blanche 281

D : blanche 32

Aucune A : bleue 2,69

1. Quel est le rdle de I'ampicilline au cours de ces expéricnces ?

2. A quoi correspond une colonie blene ? Une colonic blanche 7

3. Quel est 'intérét de réaliser une expérience sans utiliser d'enzyme de restriction ?
4. Déterminer la taille de I'ADN inséré dans chagque cas.

5. Quelle est la taille du fragment &' ADN concendé ?

6. Comment interpréter le résultat obtenu ave 'enzyme de restriction Yhal ?




