
Rappels de génétique 
bactérienne et test de fluctuation



Voies d’échanges génétiques chez les bactéries

 absence de cycle haploïde/diploide
le génome bactérien est constamment haploïde

 absence de mitose & de méiose
    pas de recombinaison méiotique

 pas de production de gamètes
    descendance génétiquement identique ?

 les cellules bactériennes ne fusionnent pas
    pas de brassage de l’information génétique?

 Même si il y a plusieurs copies du chromosome bactérien dans la 
cellule, il n'y a pas d'homologues, toutes les copies portent la 

même information, aux mutations près.



Transformation

Transduction

Conjugaison

ADN circulaire

ADN linéaire

bactérie donatrice

infection & lyse

lyse

ADN linéaire

Voies d’échanges génétiques chez les bactéries

 Une bactérie réceptrice reçoit seulement une partie du matériel 
génétique de la bactérie donatrice



Transduction

 Transfert d’ADN bactérien d’une bactérie à une autre par 
l’intermédiaire d’un bactériophage

Bactériophages = les virus des bactéries

• bactériophage virulant -> lyse: 

     T4, T2, etc…

• bactériophage tempéré -> lysogénie (prophage) puis éventuellement 
lyse: 

     λ, Mu, P1 etc… 



Structure des phages

1. Tête
2. Queue
3. Acide nucléique
    5 kb à 650 kb
4. Capside
5. Col
6. Gaine contractile
7. Fibres caudales
8. Spicules
9. Plaque terminale

Le phage S-PM2.



Phases d’adsorption d’un phage

Adsorption



Cycle d’infection du phage λ 

Deux possibilités : lysogénie ou lyse



Cycle lysogénique du phage λ 



Cycle lytique du phage λ 



Induction
 d’un cycle lytique 

à partir de 
bactéries lysogènes

Cycle lysogénique / lytique du phage λ 



Parasexualité : 
transmission d’ADN par transduction 

 Certains phages (pas tous) peuvent emporter des 
fragments d’ADN de la bactérie qu’ils ont infectée 

 Fragments d’ADN ainsi prélevés sont susceptibles 
d’être injectés dans une bactérie hôte lors d’une 
nouvelle infection

=> Transduction 

Deux types de transduction :
 Généralisée (P1) 
 Spécialisée (λ)



Transduction généralisée ou spécialisée 

Transduction
généralisée

Toutes les régions 
chromosomiques 
sont susceptibles 
d’être transduites

Transduction
spécialisée

Une seule région 
chromosomique est 

susceptible d’être 
transduite



Utilisation génétique de la 
transduction 

généralisée par le bactériophage P1

Transduction généralisée 

 Cartographie 
génomique



Transduction généralisée 

Utilisation génétique de la transduction généralisée par le bactériophage P1

C+ B+ A+ D+

 Gènes co-transductibles :  C-B et C-A

 B-A

 A-D

 Gènes non co-transductibles :  C-D

100 kb max = 2 min

 Distance entre C et D ≥ 100 kb

Fragments 
potentiellement 

encapsidé
dans particules 

P1

Chromosome 
bactérie hôte



Transduction généralisée, quelques chiffres

Transduction généralisée via le phage P1 dans E. coli
pour remplacer un allèle résident b- par un allèle B+ par 

transduction

 1 particule sur 30 est transductrice
 50 particules transductrices (50 X 100 kb) sont nécessaires pour 

couvrir tout le génome (4.106)
 1 particule sur 1500 porte l’allèle B+ 

 Efficacité de recombinaison 2% pour remplacer l’allèle b- par un 
allèle B+ 

 Efficacité de transduction pour un allèle donné 1/(1500x50) soit 
≈ 1.10-5



Transduction généralisée & cartographie 

C+ B+ A+Donneurs D+

Receveur

Recombinaison homologue

c- b- a- d-

C+ B+ A+

xxxxxxxxxxxxx

Génome bactérien

Fragment d’ADN transduit

Si sélection C+, classes de recombinants attendus : C+B+ ; C+b- ; C+A+ ; C+a-



Transduction généralisée & distance génétique 

 Fréquence de co-transduction :

F = 
C+ B+

C+ B+ + C+ b-  

 Cette fréquence varie de proche de 100% si les gènes sont très 
liés jusqu’à 0% pour des gènes éloignés et donc jamais co-

transduits

C B A

5% co-transduction

90% co-transduction



Test de fluctuation

Expérience de Salvador Luria et Max Delbrück 
(1943)



http://tolweb.org/tree/

Évolution des espèces

Fixisme

Mutations aléatoires
Sélection naturelle Mutations dirigées

Pas de mutations

Transformisme d’usage

Un siècle plus tôt…

Difficile de faire des expériences reproduisant la sélection naturelle 
avec des animaux sur un grand nombres d’individus et de 
générations…



Choix d’un organisme modèle adapté pour un protocole 
d’évolution expérimentale…

Max Delbrück 
Biophysicien

Salvador Luria
Microbiologiste

Bactéries & Phages Génétique & Statistiques

Question : comment apparaissent les mutations ? 



Sélection de mutants => crible phénotypique

Identification des gènes affectés

pour chacun des mutants

Modèles théoriques

Hypothèses de travail

La démarche génétique



Sélection de bactéries E. coli résistantes à 

l’infection par le phage λ



Cycle lytique du phage λ



Pourquoi des cultures indépendantes ?

Pour sélectionner des mutants indépendants !

1 2 3 4 5

λ λ λ λ λ

[λR] n = 2 n = 0 n = 3 n = 1 n = 15

E. coli
[λS]

Quel protocole ?



Mutants génétiquement indépendants

n 
générations

2 évènements de 
mutations indépendants

5 mutants

Pas 
d’événement de 

mutations

2 évènements de 
mutations indépendants

4 mutants

 Mutants indépendants => issus d’événement de mutations indépendantes

 Si mutants issus de divisons clonales => mutants pas indépendants

Culture 1 Culture 2 Culture 3

 2 mutants indépendants isolés = 1 issu de culture 1 + 1 issu de culture 2



Comment les mutations apparaissent-elles ?

Hypothèse 1 : les mutations de résistance apparaissent 

dans la bactérie SPONTANEMENT avec une probabilité fixe 

AVANT leur exposition au phage 

Hypothèse 2 : les mutations sont INDUITES avec une 

certaine probabilité dans la bactérie par le contact avec le 

phage. En d'autre terme, il existe une probabilité faible qu'une 

bactérie résiste à l'attaque d'un phage et si elle résiste, elle et 

ses descendants acquièrent alors une immunité contre le 

phage. 



Test de fluctuation : S. Luria et M. Delbrück (1943) 

…

1 20

103 bact/ml

108 bact/ml
…

1 20

λ λ λ λ

1

1

…
λ λ λ λ

2 3

2 3

1 202 3

20 cultures indépendantes

20 étalements

Dénombrement des [λR] 

1 culture

20 étalements

Dénombrement des [λR] 

0,2 ml

0,2 ml

10 ml

10 ml

Suspension



Hypothèse 1 : la mutation précède sa sélection

λ λ λ λ λ

n = 2 n = 0 n = 3 n = 1 n = 15
[λR]

[λS]

Variance [λR] 
>>> 

Moyenne [λR]

Fluctuations



Hypothèse 2 : la mutation est induite par l’environnement 

λ λ λ λ λ

n = 2 n = 1 n = 3 n = 1 n = 3
[λR]

[λS]

Variance [λR] 
= 

Moyenne [λR]

Reproductible



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1 0 3 0 0 5 0 5 0 6 107 0 0 0 1 0 0 64 0 35

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

14 15 13 21 15 14 26 16 20 13 12 18 17 22 19 14 16 21 15 16

Cultures individuelles [λR] 

Culture unique [λR] 

M = 11,35

V = 694 

M = 16,85

V = 12,52

Expérience test : Variance >>> Moyenne 

Expérience témoin : Variance ~ Moyenne 



Expérience test : Variance >>> Moyenne

<=>

Hypothèse 1 vérifiée

donc 

l’apparition d’une mutation se fait AU HASARD

et PRECEDE son éventuelle sélection 

Corollaire : pas de mutation « adaptative » 



Taux de mutants variable => nombre de mutations apparues

 => nombre divisions bactéries mutantes

    (moment apparition mutation)

Taux de mutation constant => pour un caractère donné

 => conditions expérimentales identiques

Taux de mutation Taux de mutants



Taux de mutation

= 

probabilité d’apparition stochastique d’une 
mutation par divisions cellulaires

-> suit une distribution de Poisson
Loi de probabilité discrète des évènements 

rares



p(k) = e-λ X λk/k!     

K variable aléatoire, déterminant le nombre de fois où l’événement 
se produit pendant la période T

K = entier naturel 0; 1; 2; 3 …

Pour une période T, un événement apparaît en moyenne λ fois
 

-> λ = espérance, réel positif

Loi de Poisson

K suit la loi de probabilité suivante



 Quelles sont les classes où l’indépendance des mutants [lR] 
apparus est certaine ?

* Classe 0 [λR] -> 2; 4; 5; 7; 9; 12; 13; 14; 16; 17; 19

* Classe 1 [λR] -> 1; 15

Calcul taux de mutation

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1 0 3 0 0 5 0 5 0 6 107 0 0 0 1 0 0 64 0 35

Cultures individuelles [λR] 

p = probabilité d’apparition d’une mutation par divisions cellulaires

n = nombres de divisions cellulaires  

Dans chaque tube : n X p évènements de mutation



Si K=0 f(0) = e-np X np0/0!  

=>  f(0) = e-np 

p = probabilité d’apparition d’une mutation par divisions cellulaires

n = nombres de divisions cellulaires  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1 0 3 0 0 5 0 5 0 6 107 0 0 0 1 0 0 64 0 35

Classe 0 [λR] -> 2; 4; 5; 7; 9; 12; 13; 14; 16; 17; 19

Calcul taux de mutation



Calcul taux de mutation

 Combien de divisions cellulaires ?

2 descendants -> 1 division cellulaire

4 descendants -> 3 divisions cellulaires

n descendants -> n-1 divisions cellulaires

ndiv = nbactf -nbact0   comme   nbactf >>> nbact0   alors   ndiv = nbactf

ndiv = 0,2 X 108 = 2.107 divisions cellulaires

Ensemencement : quelques bactéries dans 0,2 ml -> 108 bact/ml



f(0) = e-pn

Nombre de divisions cellulaires -> n = 2.107

0,55 = e-p x 2.10

p = 3.10-8 mutations -> [λR] / divisions cellulaires

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1 0 3 0 0 5 0 5 0 6 107 0 0 0 1 0 0 64 0 35

Cultures individuelles [λR] 

Fréquence de cultures sans mutant f(0) -> f(0) = 11/20 = 0,55

p = probabilité d’apparition d’une mutation par division cellulaire

Calcul taux de mutation

7



Calcul du taux de mutants

T = S [λR] / n total bactéries 

227 / (20 X 0,2 X 108) = 5,7.10-7

Fréquence d’apparition de mutants [λR] est de 5,7.10-7 

Attention : pas forcément indépendance des mutants !

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1 0 3 0 0 5 0 5 0 6 107 0 0 0 1 0 0 64 0 35

Cultures individuelles [λR] 

-> 1 mutant [λR] toutes les 5,7.107 bactéries 



Taux de mutation

A
d

ap
ta

b
ili

té

Mort évolutive
Aucune capacité d’adaptation

Mort immédiate
Instabilité génétique permanente

Faciles Difficiles

Conditions de vie

Systèmes
mutagènes

OnOff



TRAITEMENT MUTAGENE
= 

exposition à des agents mutagènes

augmentation du taux de mutation



 Tester & quantifier le pouvoir mutagène:
- de substances chimiques (médicaments, additifs 

alimentaires, polluants de l’environnement, etc.)
- de mutations (détectées dans des tumeurs)

 Suivi de la dynamique des épidémies

Test de fluctuation : à quoi cela sert il de nos jours



Sélection de mutants => crible phénotypique

Identification des gènes affectés

pour chacun des mutants

Modèles théoriques

Hypothèses de travail



Sélection de mutants [λR] 

crible positif

λ

X N
LB

m1

4 mutants [λR] indépendants

m1, m2, m3 et m4

N expériences ->



Phénotype additionnel de certains mutants [λR] : 
[maltose-]

LB

MM + glucose comme 
SEULE source de C

MM + maltose comme 

SEULE source de C

[maltose-]



Mutation [λR] : PLEIOTROPE

 2 mutants m3 et m4 [λR] et [maltose+]

 2 mutants m1 et m2 -> [λR] et [maltose-]

4 mutants [λR] indépendant isolés : deux catégories 



Sélection de mutants => crible phénotypique

Identification des gènes affectés
pour chacun des mutants

Modèles théoriques

Hypothèses de travail



Identification des gènes mutés : 

Clonage par complémentation fonctionnelle

 SEULEMENT SI allèle sauvage > allèle mutant

PRINCIPE :

allèle mutant -> [phénotype mutant]

allèle mutant + allèle sauvage -> [phénotype sauvage]



Banques d’ADN génomique

E1 E1 E1 E1

Hydrolyse ménagée E1 E1E1

OriC

Amp

Ligation

Collection de plasmides 
dont les inserts couvrent 
l’ensemble d’un génome



Banques d’ADN génomique

E1 E1 E1 E1

Hydrolyse ménagée E1 E1E1

OriC

Amp

Ligation

Collection de plasmides 
dont les inserts couvrent 
l’ensemble d’un génome



[maltose-]
[AmpS] Transformation

a1

Insert 
+

Vecteur 
réplicatif

Amp

Banque d’ADN 
génomique

A+

Mutant m1

a1 a1a1
A+

a1 a1 a1

UN SEUL plasmide par bactérie transformée



[AmpR] [maltose+] Si A+ > a1

a1
A+

crible positif

MM + maltose + Amp 

a1 a1a1
A+

a1 a1 a1



Transformants [AmpR] [maltose+] -> [λR] ou [λS] ?

-> Si mutation dans un seul gène alors allèle sauvage 

correspondant complémente TOUS les phénotypes 

associés à l’allèle mutant

Dans ce crible, mutants [maltose-] sont également [λR]

mutation pléiotrope 

Si allèle mutant > allèle sauvage
=> transformants [AmpR] [maltose+] [λR] 

Si allèle mutant < allèle sauvage

=> transformants [AmpR] [maltose+] [λS] ✅

❌



Identification des gènes mutés : 

séquençage de l’allèle sauvage

Extraction

ADN 

plasmidique

Séquençage de l’insert

Allèle sauvage A+

START
ATG

STOP
TAAa1

A+

[AmpR] [maltose+]



Séquençage par méthode de Sanger

Fonction ?



Identification des gènes mutés : 

Comparaison de séquence in silico

Séquence nucléotidique de l’allèle sauvage

Traduction dans les 6 phases de lecture





Algorithme « BLAST »
Basic Alignement Search Tool

6 protéines hypothétiques

déduites de la séquence nucléotidique

Comparaison avec des banques de protéines

-> recherche de similitude entre une séquence fournie
et toutes les séquences contenues dans une base de 

données

FONCTION



Principe d’alignement

Recherche de « mots » 3 caractères

Recherche des mots 
exacts dans la banque

…
Liste





E-value = probabilité d'observer au hasard une similitude de 
ce score à travers la banque de séquences considérée

* Plus la valeur est faible, plus l'alignement est fiable  

* Dépend du nombre total de résidus contenus dans la banque 
 

* Ces valeurs ne sont pas comparables entre deux banques 



-> identité parfaite





Aeromonas salmonicida 



Allèle A+ : LamB

-> Transporteur maltose = protéine membranaire



Identification des gènes mutés : 

séquençage de l’allèle muté

Extraction
ADN génomique

Séquençage de 
l’allèle mutant a1

START
ATG

STOP
TAA

*

Amplification PCR

a1
A+

[AmpR] [maltose+]

Amorces
spécifiques



Allèle a1Allèle A+

CGA -> TGA
Arg STOP

Mutation non sens

Protéine tronquée

Allèle nul



 2 mutants m1 et m2 -> [λR] et [maltose-]

mutant m2 : mutation localisée dans le même gène A ?



[maltose-] [AmpS] [λR] 
Mutant m2 A+Transformation

Sélection des transformants
MM + glucose + Amp 

Si [AmpR] => [maltose-] alors gène muté    ≠   A

 Si [AmpR] => [maltose+] alors gène muté   =    A

a2 nouvel allèle mutant du gène A

Transformation



Conjugaison : mérodiploïdes

F’

[maltose+] 
[StrepS]

A+

m2 F- 

[maltose-]
[met-]

 [StrepR]
a2

Sélection des conjugants

mérodiploïdes

MM + glucose + Strep 

Si [StrepR] => [maltose-] alors gène muté    ≠   A

 Si [StrepR] => [maltose+] alors gène muté   =    A

a2 nouvel allèle mutant du gène A

a2 A+



 2 mutants m3 et m4 [λR] et [maltose+]

-> gène(s) impliqué(s) ?

 2 mutants m1 et m2 -> [λR] et [maltose-]

-> 2 allèles du gène A qui code LamB



Si λR DOMINANT sur λS impossible !

Stratégie expérimentale ?

Transformation

a3
Banque d’ADN 

génomique
Insert 

+
Vecteur 
réplicatif

Amp

A+

[AmpR] => [λS] ?

[λR] [AmpS]

Sélection des transformants
Amp 

Clonage par complémentation



F+

Hfr

F’

Haute 
fréquence de

recombinaison

Intégration
F dans chromosome

Excision de F

D
F’ portant une 

délétion 
chromosomique



Hfr F-

B b

[Met-][Met+]

F-

F-

Variabilité génétique dans les populations

Sélection

MM 
+ 

strep

[StrepR][StrepS ]

B B b

B

b

B

[Met+] [StrepR]

conjuguants



Expériences de conjugaisons interrompues

trp+

pro+

lac+

his+

gal+

thr+

0’

10’
20’

30’

40’

50’

60’

20’

Hfr1

trp+

pro+

lac+

his+

gal+

thr+
40’

50’

60’

10’ 30’

0’
Hfr2

Hfr

Stop
T min

F-



trp+ pro+lac+ his+ gal+ thr+
10’20’40’ 30’50’60’

Hfr1

trp- pro-lac- his- gal- thr-

F-

Cartographie du chromosome bactérien

20’ 40’ 60’ 80’

100%

50%

[pro+]
[thr+]

[his+]

C
o

n
ju

g
u

a
n

ts



his+ gal+thr+ trp+ pro+ lac+
10’20’40’ 30’50’60’

Hfr2

Cartographie du chromosome bactérien

his- gal-thr- trp- pro- lac-

F-

20’ 40’ 60’ 80’

100%

50%

[gal+]
[lac+]

[trp+]

C
o

n
ju

g
u

a
n

ts



Identification des gènes mutés : cartographie

Hfr

[λS]
[StrepS]
[his+]
[thr+]
[pro+]

a3

[λR] 
[StrepR]
[his-]
[thr-]
[pro-]

F-

a3

A+

Stop
T min

Sélection des 
conjugants

MM + strep + 2 
aa / 3



Identification des gènes mutés : cartographie

pro+his+ thr+
10’30’50’

Hfr
pro-his- thr-

F-[λR]

[λS]

20’ 40’ 60’ 80’

100%

50%

[pro+]
[thr+]

[his+]

C
o

n
ju

g
u

a
n

ts

[λS][λR]



pro+his+ thr+

10’30’50’

Hfr

pro-his- thr-

F-
λR

λS

[λR]

[λS]

Localisation plus fine avec nouveaux marqueurs :

-> identification du gène muté : LamB !



4 mutants [λR] indépendant affectant le gène LamB : 

regroupés en deux catégories 

 2 mutants m3 et m4 [λR] et [maltose+]

Mutation faux -sens : 

substitutions position 155 (m3) et 401 (m4) 

 2 mutants m1 et m2 -> [λR] et [maltose-]

Mutation m1 non-sens position 57 = protéine tronquée  

Mutation m2 faux-sens position 18

En résumé :

1 seul gène, LamB, 4 allèles différents



Structure cristallographique de LamB

Extérieur

Membrane externe

Espace 
périplasmique



En vert -> [λR] et [maltose+]

-> m3 et m4

Maltoporine : un pore homotrimérique



Etoile orange m2 -> [λR] et [maltose-]



Invalidation par remplacement de gène :

disruption

Principe : substitution d’un allèle nul au locus d’un 
allèle sauvage 

1- Construction de l’allèle muté

2- Transformation

3- Recombinaison homologue au locus du gène ciblé



Construction par restriction

HindIII EcoRI

HindIII EcoRI
LamB CAP

Hydrolyses HindIII +EcoRI
ligation 

HindIII EcoRI

CAP

DLamB::CAP



Construction par PCR

CAP

LamB

ATG STOP

Oligo1 Oligo2

PCR

CAP

DLamB::CAP



Remplacement de gène in vivo par 
recombinaison homologue

LamB

ATG STOP

Recombinaison homologue

DLamB::CAP

CAP

CAP

ATG STOP



Sélection des délétants

[maltose+] [λS] [CAPS] 

Transformation

MM + glucose + CAP

DLamB::CAP

[maltose-] 
[λR]D

CAP



Vérification moléculaire : Southern-blot

LamB

ATG STOP

CAP

*

KpnI KpnI

KpnI

LamB DLamB::CAP

5 kb

3 kb



Recombinaison: homologue ou non-homologue ?

Homologue

Non-homologue (NHEJ ) 



Si fréquence de recombinaison homologue 
trop faible pour remplacement de gènes ?

-> RNAi cf C. elegans

-> CrispR Cas9

Recombinaison homologue TRES efficace

eubactéries
levures

Dans tous les autres organismes modèles :
f(recombinaison non homologue) >>> f(recombinaison homologue) 
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