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ÉCOLE PRATIQUE DES HAUTES ÉTUDES
SCIENCES DE LA VIE ET DE LA TERRE

Etude génétique de l’adaptation microbienne au moyen de nouvelles
méthodes de séquençage

Cécile GATEAU

Le 13 décembre 2012

Au cours de ces dernières années, l’évolution des micro-organismes est devenue un

problème de santé publique majeur. Le changement d’espèce d’hôte (E. coli O157H7, SRAS,

grippe aviaire, grippe porcine), la réémergence de maladies passées (tuberculose) et

l’émergence et la propagation de la résistance aux anti-infectieux (bactéries multirésistantes

aux antibiotiques) sont autant d’exemples inquiétants du potentiel adaptatif des micro-

organismes. Afin de comprendre leur mode d’adaptation et ses limites, il est nécessaire de

développer et de caractériser au mieux la dynamique de ces adaptations et leurs bases

moléculaires. Pour avancer dans ce sens, l’évolution expérimentale permet, dans un milieu

contrôlé, de faire évoluer des populations bactériennes et de suivre leur adaptation au cours du

temps. Grâce aux nouvelles méthodes de séquençage, il est possible de séquencer les génomes

et d’identifier les bases moléculaires de ces adaptations. Ainsi au laboratoire, en collaboration

avec Richard Lenski (University of Michigan), Dominique Schneider (Université Grenoble) et

Claudine Médigue (CEA, Genoscope), nous analysons 6 populations d’E. coli B adaptées au

laboratoire pendant 40 000 générations. Pour mieux caractériser la dynamique de l’adaptation,

les outils de séquençage peuvent être détournés pour estimer des fréquences alléliques. Je me

suis donc attachée à développer des outils moléculaires efficaces à grande échelle, permettant

d’introduire des marqueurs génétiques au sein du chromosome. Le système d’intégration du

bactériophage _ a ainsi été détourné pour permettre l’introduction de tag dans le génome. En

suivant la fréquence par séquençage de ces tags, il est possible de déduire la valeur sélective

des différents fonds génétiques dans lesquels se sont intégrés les différents tags. Cette

méthode permet donc à la fois la réalisation de compétitions avec de multiples génotypes,

mais aussi de suivre l’émergence de variant adaptatifs. Cependant, l’extension de méthodes de

génie génétique à des échelles ne permettant pas le contrôle individuel de chaque clone s’est

révélée être particulièrement laborieuse, et certaines incertitudes demeurent sur le protocole

développé.

MOTS-CLÉS : Evolution, Compétition, Diversité, Escherichia coli, Séquençage.
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INTRODUCTION

 « Comme il naît beaucoup plus d’individus de chaque espèce qu’il n’en peut survivre,

et que, par conséquent, il se produit souvent une lutte pour la vie, il s’ensuit que tout être, s’il

varie, même légèrement, d’une manière qui lui est profitable, dans les conditions complexes

et quelques fois variables de la vie, aura une meilleure chance pour survivre et ainsi se

retrouvera choisi d’une façon naturelle. En raison du principe dominant de l’hérédité, toute

variété ainsi choisie aura tendance à se multiplier sous sa forme nouvelle et modifiée »

Charles Darwin 1859, « L’origine des espèces ». C’est grâce à l’étude et à l’observation des

fruits de sa collecte que Darwin a eu l’idée de sa théorie de l’évolution par sélection naturelle.

A la même époque, les expériences de Johann Gregor Mendel ont fondé les bases théoriques

de la génétique et de l’hérédité qui sont encore utilisées aujourd’hui.

C’est grâce aux concepts théoriques de l’évolution et de la génétique que la génétique

des populations a émergé. Elle a permis sous une multitude de modèles spécifiques d’observer

des grandes caractéristiques du monde vivant : adaptation des populations, diversifications,

spéciations, conséquences des modes de reproductions, coévolution entre espèces…

Cependant, les observations sont la conséquence des processus s’étant déroulés sur des temps

évolutifs souvent très long et la validation des modèles reste indirecte et repose sur des

concepts scientifiques relativement élaborés. Une des conséquences de cette complexité est la

persistance de détracteurs de la théorie de l’évolution, qui utilisent des arguments populistes

et simplistes pour réfuter les principes identifiés par Charles Darwin.

Néanmoins, quelques processus adaptatifs peuvent aussi se passer sur des échelles de

temps relativement courts et sont observables sur des échelles de temps humaines ou même au

laboratoire. C’est sur ce principe que repose l’évolution expérimentale, qui propose de faire

évoluer des organismes dans des milieux contrôlés au laboratoire et d’en suivre les

caractéristiques. Mon projet a pour but de développer des outils permettant une meilleure

caractérisation de l’adaptation se produisant dans ces expériences.



 I. Les grands principes de l’évolution

Dans ce chapitre, je vais présenter une description des grandes forces évolutives

régissant l’évolution de populations d’organismes isolés qui nous seront utiles par la suite.

Avant d’introduire les mutations et la sélection naturelle, nous devons mentionner ici une

précision terminologique qui nous aidera à éviter toute confusion pour le reste du manuscrit,

la valeur sélective ou « fitness » représente le succès de reproduction moyen d’un génotype

particulier dans un environnement donné. Elle est souvent exprimée de façon relative par

rapport à un autre génotype, tel que l’ancêtre dans les expérimentations d’évolution. Pour des

bactéries, cette valeur sélective est souvent étudiée sur un cycle complet d’évolution qui

contient plusieurs phases : la phase de latence, la phase exponentielle et la phase stationnaire.

La valeur sélective représente alors un mélange entre la capacité à initier la croissance

rapidement, la vitesse de croissance et la survie.

A) Mutation

La mutation correspond à une erreur dans la transmission du matériel génétique d’un

individu à son descendant. Biologiquement, elle correspond à la transmission d’une erreur

produite dans la molécule d’ADN, support de l’information génétique, suite à une altération

chimique ou physique ou due à une erreur de réplication. Malgré la présence de nombreux

mécanismes de réparation, il arrive que certaines mutations ne soient pas détectées et soient

ainsi transmises d’une génération à une autre. Plusieurs types de modifications peuvent être

observées telles que les substitutions, les délétions courtes ou longues, les insertions ou les

réarrangements de chromosome. Aussi, des objets parasites, tels que les transposons

(séquence d'ADN capable de se déplacer et de se multiplier de manière autonome dans un

génome), provoquent des mutations en intégrant de nouvelles copies dans le génome qui

peuvent inactiver des gènes ou en modifier la régulation. Ces effets mutagènes sont à la base

de l’utilisation des transposons en génétique.



B) Les effets des mutations sur la valeur sélective

Une fois que la mutation est apparue dans un individu, son destin évolutif au sein de la

population est ainsi principalement déterminé par son effet sur la valeur sélective appelé alors

l’effet sélectif. La connaissance de l’effet des mutations sur la valeur sélective est l’un des

indices fondamentaux des génétiques évolutives. Les mutations peuvent être de trois types :

délétères, neutres ou avantageuses.

- Une mutation est délétère lorsqu’elle a un effet néfaste sur la valeur sélective de

l’organisme. La plupart des mutations sont délétères, ce fait est attendu puisque, grâce à la

sélection naturelle, les organismes sont a priori bien adaptés à leur environnement et la

probabilité qu’une mutation aléatoire améliore des phénotypes doit être très faible. La

distribution des effets néfastes est vaste, allant de l’effet complètement mortel ou létal à l’effet

faiblement nuisible.

- Une mutation est neutre lorsqu’elle n’a aucun effet sur la valeur sélective de l’organisme.

Une mutation synonyme a peu d’effet et peut alors être perçue comme une mutation neutre.

- Enfin, une mutation est avantageuse lorsqu’elle a un effet bénéfique sur la valeur sélective

de l’organisme. Puisqu’elles sont très rares, les mutations avantageuses sont difficiles à

détecter et la distribution de leur effet est encore difficile à évaluer (Eyre-Walker et al., 2007).

L’évolution adaptative est le procédé par lequel une population améliore sa valeur sélective

moyenne, pour des populations bactériennes issues d’un clone. Ce processus requiert

l’apparition et la sélection de mutations avantageuses.

C) Sélection naturelle

La sélection naturelle est une force évolutive qui permet aux populations de s’adapter.

C’est par l’action de la sélection naturelle que les organismes au sein d’une population ayant

la valeur sélective la plus forte laisseront plus de descendants que ceux de valeur sélective

moindre. On peut quantifier la différence de valeur sélective de 2 génotypes en suivant

l’évolution de leur fréquence au sein d’une population (Fisher,1930).



Dans le cas d’organismes haploïdes, notons W1 et W2 la valeur sélective de 2

génotypes A et a, de fréquence p et q=1-p. Notons W la valeur sélective moyenne de la

population soit W=pW1+qW2

Après une génération, nous avons :

p’= W1 p / (W)  et  q’= W2 q / (W)   et donc   p’/q’=p/q (W1/W2)

on peut donc écrire p(t)/q(t)= p(0)/q(0) (W1 /W2)t

On voit donc que si W1>W2, le génotype A envahit la population d’autant plus vite

que W1/W2 est grand. Inversement si W2>W1, l’allèle A  est éliminé de la population

d’autant plus vite que W1/W2 est petit.

D) Dérive génétique

Dans une population de taille infinie, comme illustré dans le modèle précèdent, il

n’existe pas de fluctuations aléatoires dans les changements de fréquences alléliques d’une

génération à une autre : un allèle procurant un avantage même minime est donc

irrémédiablement sélectionné pour devenir l’allèle majoritaire de la population, un allèle

délétère purgé et un allèle neutre garde sa fréquence fixe dans la population. Dans une

population de taille finie, les fluctuations aléatoires, qui apparaissent due à l’échantillonnage

des allèles fondateurs de la nouvelle génération, modifient ces résultats. Ces fluctuations sont

d’autant plus importantes que la taille de la population est faible et correspondent au

phénomène de dérive génétique (Kimura et al., 1969).

Ce terme peut être illustré dans le cas de 2 allèles de même valeur sélective. Dans ce

cas précis, en population infinie, la fréquence p de l’allèle a doit rester constante. Cependant,

si la population a une taille finie de N individus, la composition génétique de N individus de

la génération suivante correspond à un échantillonnage. Ainsi, en moyenne, la fréquence de a

ne change pas mais elle va légèrement fluctuer avec une variance p(1-p)/N qui est d’autant

plus importante que N est petit. Par conséquent, au lieu d’être stable la fréquence de a va

dériver et amener irrémédiablement l’allèle a à une fréquence de 0 (perte de l’allèle) ou une

fréquence de 1 (fixation de l’allèle). L’existence de la dérive génétique permet la fixation

d’une mutation neutre. Mais l’action de la dérive affecte aussi la fixation de mutations



délétères ou avantageuses. Si les effets sélectifs sont faibles alors les fluctuations liées au

hasard peuvent être plus importantes au point de rendre négligeable l’action de sélection.

Une étude quantitative de ces forces évolutives suggère que l’adaptation des

organismes sera efficace et rapide si le temps de génération est court, les pressions de

sélection sont fortes et les tailles de population importantes permettant à la fois l’apparition et

la sélection de mutants (Sniegowski et al., 1997).

 II. L’évolution des bactéries

Les micro-organismes avec leurs fortes tailles de population et leurs temps de

génération courts semblent donc être des organismes modèles pour étudier l’évolution sur des

échelles de temps courts (Santiago et al., 2003).

A) L’exemple de la résistance aux antibiotiques

L’exemple type d’une évolution rapide sur un temps court, observable sur le temps de

vie d’un Homme est celle de la résistance aux antibiotiques. Le phénomène de résistance aux

antibiotiques n’est pas du tout récent, il existait bien avant la découverte des antibiotiques par

l’Homme. Certaines espèces bactériennes ont développé cette « résistance naturelle » dans

leur propre milieu il y a de cela des millions d’années, soit parce qu’elles étaient elles-mêmes

productrices de molécules antibiotiques et devaient donc les tolérer, soit pour contrer l’effet

d’antibiotiques produits par d’autres organismes présents dans leur entourage (Fischer et al.,

2005). La résistance aux antibiotiques est donc une conséquence de la compétition entre les

micro-organismes pour occuper une même niche écologique. Toujours est-il que l’Homme

n’a que récemment commencé à diriger et accélérer cette résistance de façon importante, par

une utilisation parfois inadéquate et abusive d’antibiotiques en santé humaine et vétérinaire

ainsi que dans l’industrie agroalimentaire. L’ampleur du problème est telle que dès la sortie

d’un nouvel antibiotique, ses jours sont comptés. Il ne s’agit généralement que d’une question

de mois ou d’années avant qu’une résistance considérable ne se développe. (Davies,1994) On

ne se demande même plus si une résistance surviendra, mais plutôt à quel moment surviendra-

t-elle (Davies,1994 ; Levy,1998). Lorsque la résistance n’est pas naturelle, elle peut être

mutationnelle ou acquise par un élément génétique mobile, comme un plasmide ou un



transposon. Dans le cas de la résistance mutationnelle (ou chromosomique), la mutation subie

par le gène cible de l’antibiotique du chromosome de la bactérie se traduit par la synthèse

d’une protéine modifiée et le gène de résistance est transmis à la descendance de cette bactérie

nouvellement résistante. Cet évènement est assez fréquent en raison du très grand nombre de

bactéries impliquées dans un cycle d’infection, de leur temps de génération très rapide et du

taux intrinsèque de mutation qui est d’environ 1 sur 1010, ce qui peut paraître faible, mais si

une seule de ces mutations confère la résistance, la bactérie résistante survivra et deviendra

dominante (Walsh,2000). Dans le cas de la résistance reliée à l’acquisition d’un plasmide (ou

d’un transposon) portant un gène de résistance, non seulement la bactérie transmettra ce gène

à sa descendance, mais il lui sera également possible d’échanger cet élément mobile avec

d’autres bactéries présentes dans son environnement par conjugaison ou transduction. Ce type

de résistance est le plus fréquent et est de plus en plus répandu. Il concerne tous les types

d’antibiotiques et peut même se transmettre entre bactéries d’espèces différentes.

Enfin, il est également possible qu’une espèce bactérienne acquiert plusieurs

plasmides portant chacun un gène de résistance à un antibiotique différent. Lorsque ces

éléments fusionnent, la totalité des gènes de résistance est transmise à une autre bactérie et

des plasmides porteurs de résistances multiples sont ainsi transférés à de nombreuses

populations (Encyclopédie Encarta, 2007).

Cette résistance est le fruit de la remarquable adaptabilité des bactéries, qui ont su

développer différents mécanismes afin de contrer les effets nocifs des antibiotiques

(Walsh,2000 ; Fischer et al., 2005 ; Nikaido,1996).

B) Choix d’une bactérie modèle de laboratoire

L’évolution rapide des bactéries ne se cantonne pas à l’émergence de résistance. Leurs

conflits avec le système immunitaire de l’hôte, leurs bactériophages et les environnements

fluctuants qu’ils rencontrent sont aussi des sources d’évolution rapide. A ce titre, en tant

qu’organisme modèle en génétique et microbiologie, E. coli se révèle être un modèle évolutif

intéressant.



a. Résistance et évolution de la virulence chez les bactéries

Si la plupart des souches de E. coli se comportent comme commensal du tube digestif

(Tenaillon et al., 2010), certaines peuvent être impliquées dans des infections intestinales ou

extra-intestinales. Les bactériémies à E. coli font partie des formes les plus sévères des

infections extra-intestinales, et sont relativement fréquentes. Par ailleurs, certaines souches

d’E. coli peuvent entraîner des complications graves voire mortelles, notamment celles

responsables de diarrhées hémorragiques. Récemment, plusieurs épidémies dues à E. coli sont

apparues en France et en Allemagne. Les souches responsables étaient pourtant connues et

caractérisées comme non pathogènes dans l’intestin des ruminants. En Allemagne et dans la

région de Bordeaux, la souche mise en cause est E. coli O104:H4 : souche rare n’ayant jamais

été à l’origine d’épidémie ([http://www.frm.org/actualite/toute-l-actu/maladies-infectieuses-

escherichia-coli-une-bacterie-dangereuse.html]) (Rosko et al., 2011).

Longtemps considérée comme une entérobactérie sensible aux antibiotiques, E. coli a

supplanté les Klebsiella sp. et Enterobacter sp. dans la résistance aux céphalosporines de

3ème génération ([http://www.rivm.nl/earss/database/]) tandis que sa résistance aux

fluoroquinolones atteint également des taux préoccupants, ces bactéries se retrouveraient par

portage intestinal et ce à des taux importants dans certains pays (Kader et al., 2007 ; Nurul-

Atifah et al.,2005 ; Pallecchi et al., 2007).

La compréhension de cette complexité ne peut relever de la seule approche

phénotypique conventionnelle mais doit résulter d’une étude de la structure génétique de

l’espèce et de ses rapports avec la virulence et la résistance aux antibiotiques ainsi que son

évolution.

Dans ce sens, l’étude de l’évolution d’E. coli est importante. Pour mieux comprendre

cette évolution, une approche réductionniste, qui consiste à faire évoluer la bactérie au

laboratoire a été largement utilisée.

b. E. coli une espèce modèle commensale des vertébrés

E. coli est une espèce bactérienne paradoxale. Elle est en effet à la fois le commensal

aérobie le plus abondant du tube digestif de nombreux vertébrés à sang chaud, tels que les



mammifères, les oiseaux, mais aussi des vertébrés à sang froid et une bactérie retrouvée dans

l’environnement. Par ailleurs, c’est le pathogène le plus fréquemment impliqué au cours

d’infections intestinales et extra-intestinales en médecine humaine et vétérinaire (Tenaillon et

al., 2010). Cependant, E. coli est aussi un pathogène versatile pouvant être un pathogène

opportuniste, alors que certains pathovars sont des pathogènes stricts. Il est classiquement

admis que E. coli peut représenter un simple commensal, mais en réalité la bactérie présente

de véritables caractéristiques mutualistes avec l’hôte qui l’héberge (Nowrouzian et al., 2003).

Elle permet en effet l’apport de vitamines (Bentley et al., 1982), la stimulation du système

immunitaire ou encore constitue une barrière contre l’implantation de souches pathogènes

(Schamberger et al.,2004 ; Vollard et al., 1994).

Dans le but d’étudier les raisons de ce polymorphisme écologique et afin de tenter de

différencier les souches pathogènes des souches commensales, plusieurs travaux ont été

réalisés sur le génome de l’espèce E. coli, permettant de mieux comprendre les déterminants

de l’expression de la virulence.

La collection ECOR : collection représentative de l’espèce

Afin de représenter la diversité de l’espèce E. coli, plusieurs collections ont été

rassemblées. La collection ECOR (« E. coli reference collection ») est la plus étudiée. Elle a

été établie à partir de 2600 isolats naturels par Ochman et Selander en 1984 et est composée

de 72 souches provenant de zones géographiques différentes (USA, Suède, Bali, Indonésie,

Nouvelle-Guinée, Iles Tonga). Parmi ces souches, 61 sont issues de la flore fécale de sujets

sains (humains ou espèces animales) et 11 souches isolées au cours de cystites ou de

pyélonéphrites aiguës chez l’Homme (Ochman et al., 1984). Les souches ont été sélectionnées

d’après leur variabilité électrophorétique pour 11 enzymes métaboliques, déterminées par

électrophorèse en gel d’amidon lors d’étude de multilocus enzyme electrophoresis (MLEE), et

pour leur diversité d’hôtes (diversité d’espèces et diversité d’origine géographique). Des

travaux ont permis de générer d’importantes données génétiques et phénotypiques et conforter

l’idée que cette collection est représentative de la diversité génétique et phénotypique de

l’espèce.



b.1. Une espèce génétiquement structurée

Les premières données d’analyse de la phylogénie de l’espèce E. coli ont été

effectuées par MLEE (Whittam et al., 1983) faisant intervenir 38 enzymes. Dans un second

temps, les analyses ont été réalisées sur des données de MLST (Multi Locus Sequence

Typing) (Escobar et al., 2004) des 72 souches de la collection ECOR. Ainsi, 4 groupes

phylogénétiques principaux ont été déterminés (A, B1, B2 et D) et 2 groupes accessoires (C et

E). Par la suite, le groupe D a pu être séparé en 2 groupes, un groupe D et un groupe F,

phylogénétiquement proche des B2. Depuis peu, un arbre phylogénétique robuste réalisé sur

les données les plus complètes disponibles a été obtenu à partir de 1878 gènes du « core »

génome.(Touchon et al., 2009).

Les résultats des analyses phylogénétiques de l’espèce E. coli  laissent supposer que le

groupe le plus ancien, apparut il y a 40 millions d’années serait le groupe B2. Le groupe D se

serait ensuite distingué puis seraient apparu les groupes A et B1 (Lecointre et al.,1998). Les

souches de Shigella et entéro-hémorragiques O157:H7 sont regroupées coupant l’arbre en 2

avec d’une part les groupes B2 et D et d’autre part les groupes A et B1 (Escobar et al., 2004 ;

Paramo et al., 2003).

Une étude plus approfondie de la diversité génétique a pu mettre en évidence une

grande diversité au sein du groupe B2 que l’on peut diviser en 9 sous-groupes (Le Gall et al.,

2007). Parmi les 9 sous-groupes définis au sein du groupe B2 (Le Gall et al.,2007), les

souches responsable d’infections urinaires sont principalement retrouvées dans les sous-

groupes II et IX (Jaureguy et al., 2008).

On voit donc à travers ces analyses que les différents groupes et sous-groupes

phylogénétiques sont associés à différentes pathologies. De façon similaire, on trouve que la

prévalence de ces groupes est très variable en fonction des espèces hôtes et des styles de vie

des hôtes. Ainsi les B2 sont majoritaires dans les selles des populations humaines

occidentalisées, mais représentent de l’ordre de 5% des souches des populations humaines de

pays tropicaux (Tenaillon et al., 2010).



La notion de « core » génome et de « pan » génome

Au sein de l’espèce E. coli, la taille du génome varie entre 4068 gènes et 5379 gènes

ce qui représente une variation de plus de 1000 gènes entre 2 souches. Cette différence

correspond à environ 500 protéines (Touchon et al., 2009). Lors de la comparaison des 2

premiers génomes séquencés de E. coli (E. coli K-12 et E. coli O157 :H7), il a été montré que

seulement 30% des gènes sont communs aux 2 souches (Perna et al., 2001). 18 autres

génomes de souche ont été séquencés par la suite et leur analyse comparative a permis de

confirmer et de préciser ces données : L’ensemble des génomes de E. coli possèdent en

moyenne 4721 gènes dont 1976 sont communs chez toutes les souches (Touchon et al., 2009).

Ces gènes communs composent le « core » génome (Grimont, 1988 ; Wayne et al., 1987). Les

autres gènes sont variables d’une souche à l’autre. L’ensemble des gènes communs et des

gènes variables est appelé le « pan » génome (Touchon et al., 2009).

b.2. Quel déterminisme génétique pour les différents groupes et sous-

groupes ?

La souche de référence est E. coli K-12 et c’est elle qui a servi de modèle pour

l’accumulation des connaissances en génétique, physiologie, biologie moléculaire et

biochimie. Il s’agit également du premier E. coli qui a été complètement séquencé en 1997

(Blattner et al., 1997). Historiquement E. coli K-12 a été isolé de fécès d’un patient atteint

d’une diphtérie en 1922 à Palo Alto (USA) (Hobman et al., 2007). Cette souche a été

conservée plusieurs années à l’université de Stanford avant d’être adoptée comme souche de

référence par Charles Clifton puis Edward Tatum dans les années 1940. Cette souche a subi

des modifications sous l’effet des ultraviolets et d’une croissance dans différents milieux

(gélose au sang ou en présence d’acridine orange). Plusieurs souches dérivent de cette souche

de référence dont E. coli K-12 MG1655 qui est étudiée dans notre laboratoire.

E. coli est habituellement étudiée en milieu riche, milieu LB (Luria Bertani) ou en

milieu minimum glucose. Ces conditions expérimentales sont très éloignées des habitats

naturels d’E. coli que sont le tube digestif, l’urine ou des environnements hydriques comme

nous l’avons vu précédemment. Le milieu de vie étant susceptible d’influencer l’expression



des gènes de virulence, il est nécessaire que les souches soient étudiées dans des conditions

mimant au mieux leur « style de vie » (Dougan, 2009).

Aussi au cours des dernières années, de nombreuses études se sont intéressées à E.

coli, non seulement au travers de sa diversité génétique mais également au travers des

environnements plus complexes. De gros progrès ont été faits pour une meilleure

compréhension des bases génétiques de la virulence, avec l’identification de facteurs de

virulence. Cependant, les facteurs impliqués dans le commensalisme restent bien moins

définis. En fait, il semblerait que la plupart des gènes de virulence aient essentiellement un

rôle dans la colonisation, et que leur impact dans la virulence (surtout extra-intestinale) agisse

comme un dégât collatéral (Le Gall et al., 2007). Pour essayer d’aller plus loin, l’analyse de

génome complet est apparue comme prometteuse pour identifier des gènes spécifiques des

groupes et sous-groupes et leur répartition en tant que commensale. Cependant, très peu de

gènes ont finalement été identifiés et donc les déterminants de l’adaptation différentielle au

tube digestif restent très largement méconnus.

 III. L’évolution Expérimentale

L’évolution expérimentale est une approche puissante pour comprendre l’évolution

des bactéries, cependant elle ne se cantonne pas à celles-ci, d’autre organismes ayant été

utilisés dans cette discipline (Allen Orr, 2005).

A) Quelques exemples de modèles non bactériens

Depuis des siècles, l’Homme a choisi, isolé et favorisé pour son usage personnel

quelques organismes parce qu’il trouvait en eux des qualités lui convenant (exemple de choix

de plantes pour sa production élevée de graines ou d’animaux pour sa quantité de viandes).

Désireux d’obtenir d’avantage, il a pratiqué la sélection dont il a découvert empiriquement

l’efficacité. La domestication si l’on s’en réfère à la doctrine Darwinienne se présente comme

une évolution accélérée et dirigée par l’Homme. Accélérée parce qu’on ne conserve d’emblée

que les mutants jugés profitables se trouvant ainsi avantagés par rapport au type sauvage. Ils

correspondent aux porteurs du génotype privilégié par la sélection naturelle.



Les premiers généticiens disposaient de variétés naturelles, c’est-à-dire des mutants

établis par la nature ou des mutants apparus spontanément dans leur élevage. Puis, au cours du

temps, des protocoles de mutagenèse et de sélection de mutants ont été mis au point par les

biologistes permettant une amélioration considérable de l’évolution expérimentale. De

nombreux organismes ont été utilisés pour les expériences d’évolution expérimentale et

certains sont encore utilisés aujourd’hui :

-  La drosophile est un petit insecte (eucaryote et pluricellulaire) facilement manipulable. Elle

se reproduit facilement et elle est pratique à manipuler génétiquement puisqu’elle possède un

petit génome (170 mégabases) (Molly et al., 2009). C’est l’un des premiers organismes

vivants à avoir été utilisé pour l’évolution expérimentale (1920).

- La levure est un micro-organisme eucaryote et unicellulaire facilement manipulable au

laboratoire. Son génome fait 13 mégabases. C’est l’organisme eucaryote le plus simple qui

existe. L’analyse génétique chez la levure présente une particularité car elle maintient 4

cellules issues de la méiose au sein d’une poche.

- Enfin des virus et bactériophages de virus tels que VSV (Virus Stomatite Vésiculaire), Phi6

ou encore T7, et phiX174, Phi2 ont été régulièrement utilisés pour comprendre la dynamique

d’adaptation des virus.

B) Les grands avantages de modèles bactériens

Un des organismes les plus faciles à manipuler en laboratoire est la bactérie. Les

bactéries sont des organismes procaryotes. Leurs génomes font de 1 à 5 mégabases. Ce sont

les organismes les plus simples à maintenir et à utiliser. Les premières utilisations de micro-

organismes en évolution expérimentale ont été réalisées dans les années 1940 et 1950, et ont

connu un essor avec les travaux de Richard Lenski. (Santiago et al., 2003 ; Barrick et al.,

2009).

L’évolution expérimentale basée sur les micro-organismes a de nombreux avantages et

a permis de tester et d’élaborer des théories en évolution. Ces études, encore d’actualité, se

sont améliorées au fil du temps et la maîtrise des micro-organismes a permis de simplifier les

expérimentations.



Les micro-organismes sont adaptés pour les expériences d’évolution pour beaucoup de

raisons pratiques (Barrick et al., 2009):

- Ils sont faciles à développer et à énumérer.

- Ils se reproduisent rapidement, ce qui permet de faire des expériences avec de nombreuses

générations.

- Ils permettent d’avoir une large population dans un petit espace, ce qui facilite les

expériences de réplications.

- Ils peuvent être stockés dans une suspension à -80°C et sont ultérieurement « revivifiables»,

ce qui permet une comparaison directe entre l’ancêtre et les formes évoluées.

- Ils se reproduisent de façon asexuée et le clonage résultant améliore la précision de

l’expérience de réplication.

- L’asexualité conserve également une liaison entre le marqueur génétique et génomique, ce

qui facilite les mesures de valeur sélective.

- On peut faire varier facilement leur environnement.

- Les nombreuses connaissances accumulées sur E. coli au niveau moléculaire permettent à

l’issue du séquençage des souches évoluées, d’identifier les déterminants moléculaires de

l’adaptation.

C) Principes : évolution en chemostat, en tubes, in vivo

a. Evolution en chemostat

L’évolution en chemostat est un dispositif qui permet une croissance continue d’une

population bactérienne avec un taux de croissance limité par les ressources. Les ressources

arrivent avec un taux constant dans le chemostat. La population s’accroit et consomme les

ressources jusqu’à ce que les bactéries atteignent un équilibre de densité où le taux de

croissance est égal au taux d’écoulement de ressources à travers le récipient de chemostat.

Dans les cultures en chemostat, les bactéries font face à une perpétuelle limitation de

ressource. Les systèmes de transport pour les ressources limitées sont les cibles probables de

la sélection, et les gènes qui encodent ces systèmes sont ainsi des locus désignés.

Cette méthode n’est pas la plus facile qui existe en évolution expérimentale car elle

demande beaucoup d’entretien et les risques de contaminations sont élevés. De plus, les



replicats sont limités car l’installation est assez conséquente et la durée de croissance est

courte car les bactéries adhèrent sur les parois. Cependant, elle reproduit quelques points du

milieu naturel de la bactérie : la perpétuelle limitation de ressource.



b. Evolution en tubes ou flasques

L’évolution en tube se réalise par transfert en série. Un régime de culture dans lequel

une proportion de la population est périodiquement diluée dans du milieu frais dans lequel la

population croit jusqu’à ce qu’elle épuise les ressources limitées jusqu’au prochain transfert

du cycle. C’est une méthode très facile à mettre en œuvre, de nombreux réplicats sont

possibles mais ne reproduisent pas du tout le milieu naturel de E. coli. Elle permet d’obtenir

des données globales (utilisation du milieu de culture…) mais pas sur le comportement de la

bactérie dans un organisme.

c. Evolution in vivo

L’évolution in vivo permet de suivre une population bactérienne dans un organisme.

On peut, par exemple, implanter une population bactérienne dans un tube digestif d’un

animal. Au préalable, toutes les bactéries d’espèces similaires présentes dans le tube digestif

pouvant fausser les résultats sont éliminées par ajout d’un antibiotique. L’animal est ensuite

gavé par une population bactérienne, puis les fécès sont prélevés régulièrement afin de suivre

l’évolution de la population. Cette méthode est plus difficile à mettre en œuvre car elle

nécessite l’utilisation d’organismes vivants. Cependant, elle reproduit presque parfaitement le

milieu naturel de E. coli et les données générées sont plus proches de la réalité.

D) Le succès de Lenski

De très nombreuses études d’évolution expérimentale ont utilisé E. coli mais la plus

célèbre reste celle initiée par Lenski (Lenski et al., 1994).

a. Une expérience de longue durée

L’expérience a débuté en 1988 (Lenski et al., 1991), Richard Lenski a sélectionné un

clone d’E. coli et a ensemencé 12 flasques remplies d’un milieu nutritif de même



composition, très pauvre en glucose (étant aussi le facteur limitant) par des colonies presque

identiques. Les 12 populations diffèrent par leur activité sur l’arabinose. On peut distinguer

les Ara+ (qui peuvent utiliser l’arabiose) des Ara-. Avec un mélange d’arabinose et d’un

colorant chimique, le tétrazolium, les bactéries Ara+ se voient sous forme de colonies

blanches alors que les bactéries Ara- se voient sous forme de colonies rouges. Au préalable,

Lenski a vérifié que ce marqueur n’avait aucun effet sur la valeur sélective des bactéries. Ces

populations de bactéries ont été repiquées de façon à ce que 6 possèdent l’allèle Ara+ et les 6

autres Ara-. Chaque jour, avec chacune des 12 populations, un nouveau tube de milieu était

ensemencé avec la culture de la veille puis un échantillon de celle-ci est prélevé et congelé,

permettant une analyse ultérieure de l’échantillon. L’expérience dure depuis près de 25 ans et

si l’on considère une moyenne de 6 à 7 générations de bactéries par jour, cela donne environ

55 000 générations de bactéries à l’heure actuelle. Pendant le même laps de temps, l’espèce

Homo Sapiens n’en est qu’à sa 7500ème génération ! La question intéressante de cette

expérience serait de savoir si les nouvelles générations de bactéries resteraient identiques à

leurs ancêtres, ou bien si elles évolueraient... et si elles évolueraient, si les 12 colonies

évolueraient de la même façon ou selon des schémas différents.

b. Principaux résultats de Lenski

b.1. Dynamique de l’adaptation

Au cours des 20 dernières années, l’expérience initiée par Richard Lenski a servi de

référence pour étudier la dynamique de l’adaptation. Trois grandes tendances ont pu émerger

de cette expérience :

- Une vitesse d’adaptation décroissante. Alors que les premières 2000 générations

d’adaptation ont été caractérisées par un fort gain de valeur sélective, ce gain décroît par la

suite. Cette décélération de l’adaptation a été observée dans toutes les expériences d’évolution

expérimentale (Lenski et al., 1994). 

- Un fort parallélisme dans les gains en valeur sélective. Les 12 réplicats évoluent de façon

globalement similaire et semblent évoluer vers une même valeur sélective finale: on ne trouve

pas une population bloquée à une valeur significativement différente des autres (Lenski et al.,

1994) .



- Au niveau moléculaire, des régulateurs globaux semblent être impliqués dans les premiers

pas de l’adaptation. Ainsi, il semble que ce soit au travers de la régulation, en trans plus qu’en

cis, que la modulation de la régulation se produit (Hindré et al., 2012).

b.2. Plusieurs mutations

En 2008, Lenski et ses collaborateurs ont fait état d'une adaptation particulièrement

importante qui s'est produit dans l'une des 12 populations (Blount et al., 2008). Ils ont

remarqué qu’à la génération 33127, une des populations a pu considérablement augmenter la

taille de sa population par rapport aux autres. La population a acquis l’aptitude d’absorber le

citrate aussi bien que le glucose. La quantité de nourriture disponible dans chaque tube a donc

considérablement augmenté et lui a permis de se développer d’avantage. Lenski a émis

l’hypothèse que ceci était dû à au moins 2 mutations (30 000 générations était suffisantes pour

que chaque gène ait muté au moins une fois dans chacune des 12 lignées, et donc que si cela

était dû à une seule mutation, il est probable que d’autres populations auraient acquis la même

capacité) (Woods et al., 2001). A un moment de l’évolution, une bactérie de cette population

aurait subi une mutation n’ayant aucun effet, c’est donc l’accumulation de cette mutation avec

une nouvelle ayant apparue qu’une bactérie a acquis la capacité à utiliser le citrate lui

permettant d’envahir la population.

Ce travail effectué par Lenski et son équipe montre un grand nombre des composants

essentiels de l’évolution: les mutations aléatoires soumises à une sélection naturelle,

l’adaptation à un environnement par des voies différentes, la façon dont des mutations

successives peuvent s’additionner pour opérer une modification évolutive, ou encore que

certains gènes ont besoin d’autres gènes pour s’exprimer.

Au cœur de toutes ces expériences, la valeur sélective est le point central. Il est donc

important de savoir mesurer une valeur sélective en évolution expérimentale. Cependant

comme nous allons le voir, les différentes approches existantes sont laborieuses et possèdent

des limitations. L’objectif de mon travail a été de développer une méthode alternative

efficace.



 IV. La valeur sélective en évolution expérimentale

La notion de croissance bactérienne recouvre 2 aspects : la croissance de la cellule

bactérienne (taille, masse, volume) et le phénomène de multiplication cellulaire (population).

Pour simplifier, on assimile souvent la croissance à la multiplication cellulaire. Le plus simple

est de considérer la croissance comme un ensemble de réactions du métabolisme conduisant à

la synthèse de biomasse bactérienne. La croissance est alors définie par l'augmentation de

biomasse sèche.

Il existe plusieurs méthodes pour mesurer la valeur sélective. Chacune a ses avantages

et inconvénients. Mon projet a pour but de développer une nouvelle approche pour mesurer la

valeur sélective.

A) Mesure de la valeur sélective par courbe de croissance

a. Principe

La façon la plus simple d'étudier la croissance bactérienne est de mesurer le nombre de

bactéries à intervalles de temps réguliers dans une culture. Pour cela, un prélèvement du

milieu de culture contenant les bactéries est réalisé, puis la densité optique est mesurée. Cette

technique permet d’évaluer la concentration cellulaire en utilisant un spectrophotomètre à 650

nm. Plus il y a de micro-organismes, plus la lumière est réfléchie, plus l’intensité du faisceau

restant est faible et plus la valeur d’absorbance est grande. Les données de densité optique

(DO) de la culture bactérienne en fonction du temps (t) permettent de réaliser une courbe de

croissance : DO=f(t). Afin de permettre une exploitation plus précise de la courbe de

croissance, la courbe log DO=f(t) peut être tracée car celle-ci est plus linéaire. Cette courbe

distingue 6 phases:

- La phase I est la phase de latence, elle correspond au temps d’adaptation des bactéries à leur

milieu de culture.

- La phase II est la phase d’accélération, c’est le début de la multiplication bactérienne.

- La phase III est la phase exponentielle, elle correspond à la multiplication des bactéries à

leurs vitesses maximales.



- La phase IV est la phase de décélération, le rythme de multiplication des bactéries diminue.

- La phase V est la phase stationnaire où il y a autant de bactéries qui meurent que de

bactéries qui se multiplient. Le milieu s’appauvrie en nutriments.

- La phase VI est la phase de déclin, Il n’y a plus de nutriments dans le milieu de culture, les

cellules meurent.

b. Avantages/Inconvénients

Cette méthode a cependant plusieurs inconvénients:

- Il est difficile d’en mesurer de faibles variations du fait de fortes fluctuations conférant une

sensibilité réduite à ces techniques.

- Elles ne mesurent qu’une des composantes de la valeur sélective (biomasse) et ne

fournissent qu’une information partielle.

Cette méthode nécessite de nombreux réplicats car elle n’est pas précise. De plus, en

plaque, l’oxygénation des cultures n’est pas homogène pour tous les puits et un « effet de

puits » est observé, il faut donc le prendre en compte lors de l’analyse des résultats.

Cependant, c’est la méthode la plus simple et a l’avantage de pouvoir être réalisée en plaque

96 puits.

B) Mesure de la valeur sélective par compétition et étalement sur boite de Pétri

a. Principe

Pour parer à ces limitations, la valeur sélective est classiquement mesurée par

compétition. Deux souches bactériennes sont placées dans les conditions physiologiques de

l’expérience avant d’être mélangées et de subir un cycle d’évolution. Les proportions du

mélange avant et après ce cycle sont mesurées par étalement sur un milieu permettant de

séparer les 2 génotypes, et à partir du changement de fréquence une valeur sélective est

déterminée.



b. Avantages/Inconvénients

Si cette méthode mesure une valeur sélective réelle, elle n’est cependant pas sans

problème. Tout d’abord les compétitions sont extrêmement fastidieuses : chaque compétition

doit être répétée plusieurs fois et nécessite plusieurs dilutions et étalements sur milieux

sélectifs permettant le comptage de chaque population. Ainsi, il est possible de travailler sur

des dizaines de souches mais travailler sur des centaines représente un très gros effort. Enfin,

idéalement, les compétitions devraient être réalisées sur plusieurs jours afin de s’affranchir

des conditions initiales, propres à chacun des génotypes étant initialement en culture isolée.

C) Mesure de la valeur sélective par compétition au cytomètre de flux

a. Principe

Cette méthode consiste à réaliser des cycles de compétition entre une bactérie dont on

veut évaluer la valeur sélective et une bactérie « compétitrice » marquée par un marqueur

fluorescent. La proportion des 2 populations peut alors être distinguée par passage en

cytométrie de flux. Toute la difficulté de la méthode repose dans le choix du marqueur de

fluorescence : son intensité, son support (plasmide ou chromosome), son coût physiologique

et sa stabilité et enfin la discrimination qu’il permet.

Lorsque 2 bactéries sont en compétition, la discrimination entre les cellules

fluorescentes et non fluorescentes n’est souvent pas assez puissante, entraînant un

chevauchement des pics au cytomètre où la discrimination est suffisante mais nécessite un tel

coût physiologique pour les cellules l’exprimant que la construction génétique n’est pas

stable.

b. Avantages/Inconvénients

Cette méthode requiert la présence d’un compétiteur fortement modifié et exprimant

une quantité massive de protéines fluorescentes pour permettre son identification, ce qui peut

avoir un coût pour la cellule. Cependant lors des compétitions, toutes les cellules possèdent ce

marqueur ce qui n’influence pas les résultats de compétitions, étant toutes dans les mêmes



conditions. Elle se limite aussi à la compétition de 2 souches uniquement. Cette méthode

permet un résultat rapide et direct.

D) Les mesures de compétitions nécessitent des marqueurs

a. Le marqueur neutre de sucre

C’est le marqueur qu’utilise Lenski dans ses expériences de longue durée. Les

populations diffèrent par leur activité sur l’arabinose, on peut distinguer les Ara+ (pouvant

utiliser l’arabinose) des Ara -. Avec un mélange d’arabinose et d’un colorant chimique, le

tétrazolium, les bactéries Ara+ se voient sous forme de colonies blanches alors que les

bactéries Ara- se caractérisent par des colonies rouges. Afin d’utiliser cette méthode, il faut

vérifier qu’elle n’ait pas d’effet sur la valeur sélective. Ceci a été confirmé par Lenski de

nombreuses fois dans ces conditions mais ne s’avère pas être le cas dans d’autres conditions

(Lenski et al., 1991 ; Lenski et al., 1994).

b. Les marqueurs croisés

Si les marqueurs ne sont pas neutres alors il est possible d’utiliser des marqueurs

croisés. Les marqueurs croisés sont en général des résistances aux antibiotiques. Dans ce cas,

un génotype a est marqué avec un antibiotique A et un génotype b avec un antibiotique B.

Afin de mesurer les coûts possibles pour les cellules, les antibiotiques sont ensuite inversés.

Le génotype a est alors marqué avec l’antibiotique B et le génotype b avec l’antibiotique A.

Les résultats des 2 compétitions sont ensuite comparés et il est donc possible de connaitre le

coût qu’a eu l’antibiotique sur la cellule, et d’en déduire le coût associé au fond génétique

(Giraud et al., 2001).

L’utilisation de marqueurs croisés n’est pas la méthode la plus simple car elle

nécessite de réaliser toutes les manipulations en double.

c. La fluorescence



L’utilisation de marqueur fluorescent tel que la GFP (Green Fluorescent Protein) et de

la CFP (Cyan Fluorecent Protein) permet de distinguer les cellules grâce à la couleur

différente d’émission : verte pour la GFP et bleue pour la CFP. Cependant, comme nous

l’avons vu précédemment, elle nécessite l’utilisation d’un marqueur pouvant avoir un coût

pour la cellule. Il suffit donc d’insérer ce marqueur à toutes les cellules présentes lors de la

compétition pour qu’elles se retrouvent toutes dans les mêmes conditions (Gallet et al., 2011).

Comme nous pouvons le constater, les méthodes directes sont peu précises et

nécessitent donc de très nombreux réplicats et les méthodes par compétition sont soit très

laborieuses, soit nécessitent des modifications conséquentes des génomes étudiés qui peuvent

en limiter la pertinence.

Nous voulons développer une méthode qui permettrait de modifier efficacement le

génome bactérien sans affecter la physiologie de la bactérie transformée et d’utiliser une

méthode de séquençage pour mesurer les changements de fréquences alléliques.

 V. Les mutations avantageuses

Nous avons vu que la valeur sélective est au cœur des analyses en évolution

expérimentale, mais au-delà de l’augmentation de valeur sélective, un des objectifs est

d’identifier les mutations avantageuses qui génèrent l’adaptation. Malheureusement, comme

les mutations avantageuses sont rares et parfois de faibles effets, il est difficile de les étudier

directement. Les premières approches pour les étudier ont donc consisté à essayer d’identifier

les mutations qui se sont fixées dans des populations s’étant adaptées. En séquençant les

génomes par exemple, on peut identifier les mutations apparues et au moyen d’outils

génétiques identifier leur contribution à l’adaptation. Cette méthode est intéressante mais a

l’inconvénient de nous renseigner que sur des réalisations had hoc du processus d’adaptation

et pas de l’ensemble des possibilités. Nous n’avons de l’information que sur le sous-

échantillon des mutations qui ont survécu à la dérive et réussi à se fixer au terme d’une

potentielle compétition entre souches. Pour aller plus loin, il est possible d’analyser de

nombreux réplicats, et l’on voit ainsi en étudiant la convergence entre lignées, à quel point

l’adaptation est contrainte et doit utiliser un nombre restreint de mutations. Même avec des



améliorations, ces méthodes ne nous renseignent que peu sur la distribution des effets des

mutations avantageuses et sur leur taux (Gallet et al., 2012).

Pour essayer de mieux caractériser la distribution des effets des mutations, d’autres

approches ont été développées, basées sur des évolutions à moyen terme en grand nombre de

réplicats. L’idée est de mélanger 2 clones portant un marqueur neutre (comme vu

précédemment). La fréquence de chacune des 2 sous-populations est alors suivie dans le

temps, avec une méthode dépendante du marqueur utilisé. L’apparition d’une mutation

avantageuse dans une des 2 sous-populations va entraîner une augmentation en fréquence de

celle-ci et à terme son invasion dans la population. La vitesse d’invasion sera directement liée

à l’avantage sélectif de la mutation, s et le temps auquel cette invasion sera détectable sera lié

à s et au taux de mutation µ. Grâce à la distribution de ces 2 paramètres estimés sur de

nombreux réplicats, il est possible d’en estimer une valeur moyenne en utilisant des

simulations informatiques reproduisant le processus évolutif. Avec cette méthode, différentes

estimations du taux de mutation et de l’effet sélectif ont pu être réalisées.

Bien que cette méthode fournisse des estimations intéressantes et soit capable de

percevoir des différences entre différents clones, elle reste néanmoins limitée.

- Ces méthodes ne fournissent qu’une estimation de la moyenne de s et de la moyenne de µ le

taux de mutation. Avoir une estimation de la variance serait un avantage non négligeable.

- Il semble qu’il y ait un couplage entre les 2 paramètres, s et µ car la valeur de µ trouvée est

toujours la même. En fait, il est possible que le paramètre estimé soit un paramètre composite.

- Le modèle peut être sensible aux interférences clonales qui peuvent rendre la dynamique

bien plus complexe que la courbe d’invasion ne permette de le penser. En fait, il est possible

que les 2 sous-populations fixent les mêmes mutations avantageuses indépendamment et que

l’invasion d’une des 2 sous-populations ne corresponde pas à l’invasion d’une mutation

simple mais en fait à l’invasion d’une multitude de mutations.

En conclusion, nos connaissances sur la distribution des effets des mutations

avantageuses sont encore très restreintes, et nous ne savons pas encore bien si la décroissance

du taux d’adaptation observée en évolution expérimentale correspond avant tout à un



changement d’effet des mutations ou à un changement de taux de mutations avantageuses. Il

nous faut alors réfléchir à de nouveaux outils pour progresser, notamment en multipliant le

nombre de marqueurs génétiques à utiliser comme je le propose dans mon projet.
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