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Introduction 
 

 

Les bactéries sont partout. Leur capacité à s’adapter aux conditions les plus variées et les plus 
extrêmes en font une composante majeure de la biodiversité. Elles sont également incontournables 
dans les cycles biogéochimiques. Pour l’Homme, les bactéries sont évidemment responsables de 
nombreuses maladies, mais elles remplissent également une fonction nutritionnelle importante dans 
notre tube digestif. Elles sont enfin un véritable outil industriel, depuis longtemps pour les 
transformations agroalimentaires comme la fermentation du lait, et plus récemment pour la 
production d’enzymes ou de médicaments. L’omniprésence des bactéries tient beaucoup à leur 
remarquable capacité d’adaptation. Comprendre cette adaptabilité permettra de mieux prévenir et 
soigner les infections sur le long terme. À l’heure du développement durable, ces connaissances 
pourraient aussi ouvrir un grand potentiel d’applications industrielles et agricoles. 

Cette thèse porte sur le développement et l’application d’un nouvel outil expérimental pour l’étude 
des dynamiques d’adaptation au sein d’une population de bactéries Escherichia coli.  

En présentant le concept d’adaptation dans le contexte de la théorie de l’Évolution, nous mettrons 
en évidence le lien étroit entre l’étude du processus d’adaptation et l’analyse de la diversité au sein 
d’une population. Puis, nous définirons le cahier des charges de notre outil d’après les connaissances 
actuelles des mécanismes de diversification et les approches expérimentales récentes sur 
l’adaptation des bactéries : Comment réaliser efficacement une mesure quantitative pertinente, sur 
chaque bactérie d’un échantillon le plus large possible ? 

La technologie mise en œuvre pour répondre à ce besoin est présentée dans le chapitre 2. Nous 
verrons les avantages du système millifluidique choisi, pour opérer un grand nombre de cultures en 
parallèle dans des conditions homogènes. Les courbes de croissances, enregistrées pour chaque 
population issue d’une bactérie unique, sont quantitatives et elles constituent notre lecture 
phénotypique. Nous décrirons la précision de cette mesure et la résolution phénotypique qui en 
résulte. 

Ce nouveau dispositif de mesure sera ensuite appliqué à trois cas qui correspondent à des situations 
de laboratoire en apparence banales. Pour autant, ces résultats sont significatifs pour les dynamiques 
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d’adaptation d’E. coli dans ses habitats naturels. Nous avons d’abord mesuré la dynamique de la 
composition phénotypique associée à la variation de phase du gène ag43. Elle est bien connue pour 
être responsable de l’hétérogénéité de morphologie des colonies d’E. coli sur boîte de Petri. Puis, 
nous avons étudié l’effet, sur la population de bactéries, d’une concentration d’antibiotique sub-
inhibitrice, couramment utilisée pour prévenir d’éventuelles contaminations. Il s’agit d’un modèle 
pour des situations de pollution de l’environnement par des traces d’antibiotiques qui sont 
soupçonnées de favoriser l’émergence de bactéries résistantes. Enfin, nous avons exploré la 
diversification et l’adaptation d’une population qui a épuisé son environnement. Ces conditions 
environnementales ont été moins étudiées que la croissance mais elles correspondent pourtant à 
des situations couramment rencontrées par les bactéries dans la nature. 

Dans le troisième chapitre, nous appliquons notre méthode, pour mesurer, dans différents 
environnements, la dynamique des deux états d’expression du gène ag43 dans une population. Pour 
la première fois, grâce à la simplicité et la fiabilité de notre mesure, nous pouvons suivre la 
dynamique de population sur des temps longs et sans le biais que pourrait introduire un système 
rapporteur. 

Après ce premier cas simple, se concentrant sur deux états phénotypiques connus, nous nous 
intéressons à un système sans préjugé sur la diversité attendue. Nous étudions l’augmentation de la 
résistance à l’antibiotique d’une population exposée à une concentration inférieure à son seuil de 
sensibilité. Dans le quatrième chapitre, grâce à l’analyse de cellules uniques, nous étudions la 
diversité phénotypique qui sous-tend l’adaptation moyenne de la population. 

Enfin, dans le dernier chapitre, une population de bactéries est maintenue pendant un mois dans un 
environnement dont elle a épuisé les ressources. La dynamique de la diversité phénotypique, que 
nous suivons au cours du temps, révèle de multiples chemins d’adaptation, mais semble comporter 
une part de déterminisme. 
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Adaptation : l’enjeu de la diversité 
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1 Adaptation : l’enjeu de la diversité 
 

Dans ce chapitre, nous souhaitons présenter la base de connaissance1 et les travaux récents en 
biologie qui nous ont guidés dans la conception de notre outil de phénotypage et des expériences qui 
font la présente thèse. 

Dans une première partie, nous relaterons un bref historique des théories de l’Évolution. Il est en 
effet difficile d’appréhender la question de l’adaptation sans la perspective de l’Évolution. Nous 
aborderons ensuite le concept d’adaptabilité et le rôle de la diversité intra-population dont nous 
donnerons les principales sources génétiques et non-génétiques. Nous présenterons enfin les 
approches expérimentales de la variabilité phénotypique, de l’Évolution et de l’adaptation qui ont 
orienté ou éclairé nos travaux. Tout au long de cette partie, une attention particulière sera portée au 
rôle accordé ou non à l’environnement et ses propriétés, et à l’importance d’accumuler des données 
quantitatives sur la diversité intra-population. 

 

1.1 Théories de l’Évolution : Darwin, Lamarck et la notion d’adaptation 
Les questions sur l’origine de la vie ou le vivant en général exercent sur nous une fascination 
particulière car elles proposent des réponses sur ce que nous sommes. Elles sont également 
polémiques car elles sont de nature à déstabiliser les réponses personnelles à ce questionnement. 
Elles peuvent entrer en collision avec les croyances. Or, précisément, l’histoire des théories de 
l’évolution est marquée par cette interaction particulière avec la culture et la religion. Cette relation 
délicate entre la biologie et les croyances est renforcée par deux points faibles qui découlent de la 
complexité du vivant. D’abord la généralisation et la simplification sont très difficiles voire 
dangereuses. Ensuite, parce qu’il est délicat de connaître et maîtriser tous les paramètres, la preuve 
expérimentale laissera toujours une faille plus grande que dans d’autres domaines scientifiques. 
Faille que le sceptique pourra toujours exploiter. Pour finir sur ce lien entre croyance et théorie de 
l’évolution, les textes, y compris ceux d’Aristote, peuvent être réinterprétés à la lumière des 
connaissances actuelles. Traductions et véritables intentions de l’auteur peuvent être discutées 
exactement comme pour les textes religieux. 

La pensée actuelle de l’évolution a germé au XVIIIe siècle. Elle est née des observations des 
naturalistes et des géologues. D’une part on commence à classer les espèces selon des critères 
morphologiques. D’autre part la géologie et l’étude des fossiles révèlent que la terre et la vie à sa 
surface ont changé au cours du temps. 

À l’époque, pour expliquer la disparition des espèces fossiles, et l’organisation du vivant, on imagine 
des événements violents de courte durée, qui modifient ponctuellement l’ordre établit. Cette 
théorie, appelée par la suite le catastrophisme, a le mérite de ne pas remettre en cause les textes de 
la Bible. Mais à la fin du XVIIIe siècle et au début du XIXe, une autre explication apparaît. D’abord en 

                                                           
1 Une grande partie de la synthèse qui est proposée au début de ce chapitre s’appuie sur des informations de 
l’encyclopédie libre Wikipedia (« Wikipédia:Accueil principal » 2013) ; sur quelques lectures : (Maynard Smith 
et Szathmáry 1997)(Dawkins 2003)(Smith 2001) ; enfin quelques extraits d’ouvrages de Pietro Corsi 
(http://hsmt.history.ox.ac.uk//staff/corsi_pietro.htm) 
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géologie, avec l’uniformitarisme de James Hutton, qui énonce que les forces responsables des 
modifications passées de la terre, « ont agi en continu et agissent encore ». Cette idée de 
transformation continue interpelle quelques naturalistes, dont Jean Baptiste Lamarck qui formalise 
une théorie de la transformation continue des espèces. 

1.1.1 Lamarck 
Jean- Baptiste de Lamarck (1744-1829) observe que les changements que la terre a connus doivent 
avoir modifié les conditions de vie des espèces. Si l’environnement des êtres vivants a changé en 
permanence et que ceux-ci sont aujourd’hui aptes à vivre, c’est qu’ils se sont adaptés. L’adaptation, 
c’est la modification qui confère l’aptitude. 

Lamarck postule que la diversité du vivant et l’adéquation à son environnement qui le caractérisent 
sont le produit de modifications continues qui fournissent une solution à des besoins. Il soutient un 
mode de pensée différent du catastrophisme qui domine à l’époque. La voie vers la théorie de 
l’Évolution s’ouvre progressivement. Il exprime son idée dans la mesure de la compréhension du 
vivant de l’époque. Il propose ainsi une source des variations qui est liée à sa représentation des 
organes et de leur développement. Le vivant est caractérisé par le mouvement et l’organisation des 
fluides. La modification et le fonctionnement des organes sont régis par l’usage et par l’intention de 
l’organisme vivant. 

Ses idées sont synthétisées dans son exemple du cou de la girafe. Les générations successives de 
girafes se sont efforcées de manger les feuilles au sommet des arbres. Cet effort constant et 
l’utilisation de l’organe ont conduit à l’allongement graduel du cou. On y retrouve bien la théorie 
transformiste. Ce sont des modifications progressives en réponse aux exigences de l’environnement 
qui sont responsables de la complexité et de la diversité du vivant observées. Mais cette illustration 
choisie par Lamarck a souvent été reprise pour critiquer sa théorie, notamment car elle met en 
évidence les mécanismes imaginés par Lamarck pour expliquer le transformisme. L’action ou les 
exigences de l’environnement modifient directement l’organe et les changements acquis sont 
transmis à la génération suivante. Il s’appuie sur la loi d’« usage et de non-usage » selon laquelle un 
organe se développe à mesure qu’on l’utilise ou se réduit s’il ne sert pas. Il reprend également le 
principe d’hérédité des caractères acquis très largement admis à l’époque. Or ces deux mécanismes 
seront mis en cause par les progrès de la biologie.  

Lamarck est très souvent associé au thème de la transmission des caractères acquis. Peut-être parce 
que son exemple de la girafe est très évocateur. Mais surtout les théories du Lamarckisme et le 
Néolamarckisme se sont attachées à développer et à démontrer ce concept d’hérédité des 
modifications induites par l’environnement. Cette partie des thèses de Lamarck a progressivement 
éclipsé la partie la plus novatrice et pertinente qui est l’idée du transformisme. 

Lamarck joue un rôle important dans le changement de conception sur l’apparition et la modification 
des espèces. Mais les forces agissantes qu’il propose pour justifier d’une transformation progressive 
due à l’environnement ont été discréditées par les progrès de la biologie. Cinquante ans plus tard, 
Charles Darwin va proposer un mécanisme central et dominant pour justifier le transformisme. 
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1.1.2 Darwin 
Charles Darwin (1809-1882) publie De l’origine des espèces en 1859. Il n’est pas l’auteur d’une 
théorie de l’évolution mais en donne un des ingrédients principaux : la sélection naturelle. Charles 
Darwin  est convaincu que le transformisme explique la diversité d’espèces observée lors de son 
voyage autour du monde et dans les collections naturalistes. Il cherche un mécanisme qui dirige 
cette évolution graduelle vers une meilleure adaptation des espèces à leur environnement, une 
spécialisation responsable de la spéciation. Dans la quête de ce processus adaptatif il ne croit pas du 
tout à un rôle direct de l’intention et du besoin, promoteurs des modifications, comme l’imagine 
Lamarck. Le germe de sa théorie sur la sélection naturelle lui vient à la lecture en 1838 de la sixième 
édition de l’Essai sur le Principe de Population de Malthus. Selon ce dernier, la croissance des 
populations est exponentielle et elle conduit inévitablement à une crise des ressources dont la 
disponibilité est limitée ou ne peut augmenter au même rythme. Darwin transpose l’idée de 
l’économiste au monde vivant et imagine alors le « conflit entre les espèces ». La limitation des tailles 
de populations que l’environnement peut supporter est responsable d’une sélection pour les 
individus les plus performants. Darwin considère qu’il y a constamment dans la nature des variations 
sur les individus. Ces variations influencent le succès des individus qui les portent et, en 
conséquence, le succès de leur espèce. La sélection naturelle détermine les changements qui sont 
conservés et ceux qui disparaissent en fonction des performances des individus. Darwin ne fait 
aucune hypothèse sur l’origine des variations, il propose un mécanisme qui opère un choix parmi les 
variations qui ne manquent pas d’apparaître.  

Le mécanisme de sélection naturelle justifie une évolution adaptative, ou neutre, qui dépend 
indirectement de l’environnement dans lequel se trouvent les espèces. Lamarck supposait une 
causalité directe entre l’environnement et les variations susceptibles d’apparaître. Darwin considère 
que les modifications apparaissent sans détermination mais que seuls les changements adaptatifs ou 
neutres sont conservés a posteriori. Le mécanisme de Darwin suppose ou accepte une source 
permanente de variation du vivant sans la justifier. Cette hypothèse n’a rien d’évident à l’époque et 
ne sera véritablement justifiée qu’avec le développement de la génétique au début du XXe siècle. 

1.1.3 Lamarckisme et Darwinisme 
Lamarckisme et Darwinisme sont deux théories de l’évolution qui vont au-delà de ce que proposent 
respectivement Lamarck et Darwin. Ce qui les oppose n’en découle pas moins d’un écart initial entre 
les idées des précurseurs dont les deux théories se réclament. 

Les deux théories ont en commun qu’elles cherchent à rendre compte de l’existence des espèces 
comme on les observe dans la nature. Les espèces vivantes sont caractérisées par leur grande 
diversité, leur adaptation à leurs environnements respectifs, et leur capacité à se reproduire. Ces 
trois caractéristiques imposent trois grands principes : variation, adaptation et hérédité. Les deux 
théories appartiennent au transformisme : le monde vivant est le fruit de modifications successives 
qui ont conduit aux espèces observables de nos jours. Une source de changements graduels est donc 
nécessaire : la variation. Lamarckisme et Darwinisme partagent l’intuition que la diversité des 
habitats et l’adaptation à ces habitats sont responsables de la diversité des espèces. Ce point 
implique bien de justifier d’une tendance à l’adaptation. Enfin la reproduction et la conservation de 
certains caractères à travers les âges imposent le principe d’hérédité. 
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Lamarck suppose que les variations sont par nature adaptatives car elles découlent directement d’un 
besoin ou même d’une intention de l’organisme vivant. L’environnement est responsable de ce 
besoin ou de cette intention. Cette hypothèse explique l’adaptation à l’environnement qu’on 
observe dans la nature. Au passage, l’adaptation, la satisfaction des besoins, constitue la raison ou la 
source des modifications graduelles. Cette hypothèse découle de surcroit très naturellement de la 
conception du vivant de Lamarck comme nous l’avons évoqué. Selon le Lamarckisme, 
l’environnement modèle les espèces directement, car il est la cause de modifications adaptatives. La 
problématique centrale du Lamarckisme est de vérifier que le principe d’hérédité est valable pour les 
modifications adaptatives postulées. Les modifications sont supposées induites et adaptatives, mais 
sont-elles héréditaires ? Cette question deviendra la principale critique opposée au Lamarckisme.  

Darwin peut économiser toute hypothèse sur le déterminisme des variations car son mécanisme de 
sélection naturelle est adaptatif. En revanche, il suppose une source de changements sans raison 
apparente et arbitraire. Parmi les changements qui relèvent d’une tendance intrinsèque au vivant, 
certains peuvent bien être héréditaires. Darwin n’exclut pas que l’environnement puisse être aussi le 
responsable immédiat des variations. Il est même convaincu de l’hérédité des caractères acquis. Mais 
ce n’est pas nécessaire pour sa théorie. Plus tard le Darwinisme, se débarrasse et critique la 
transmission des caractères acquis. D’autres variations qu’on suppose héréditaires peuvent rendre 
compte de l’adaptation et de la diversité par le processus de sélection naturelle. Le darwinisme va 
même jusqu’à considérer que l’apparition des variations est indépendante des conditions 
environnementales. Cette conviction n’est ni évidente ni nécessaire mais elle constitue une véritable 
rupture avec le Lamarckisme. L’environnement et l’organisme vivant ne sont plus ni responsables ni 
maîtres de la variation. Les théories du Lamarckisme ou Néolamarckisme sont en partie motivées par 
le refus d’une évolution assujettie au hasard, via des modifications totalement aléatoires. Les 
théories de l’évolution lamarckiennes défendent un rôle inducteur de l’environnement, voire de 
l’individu, dans l’apparition des variations. Le Darwinisme peut tout à fait intégrer une source 
lamarckienne de modifications : certains caractères héréditaires sont acquis sous l’effet de 
l’environnement, ils participent à la compétition darwinienne, et il s’en trouve même surement qui 
sont adaptatifs et sont sélectionnés. Exclure leur existence revient à amputer inutilement la théorie 
d’une source de variations. Or la contribution de cette source particulière d’innovation dans 
l’Évolution reste à évaluer. Les modifications qu’on qualifiera de Lamarckienne semblent plus rares 
mais elles pourraient avoir de plus grandes chances d’être utiles. 

La part idéologique et la polémique dans l’opposition entre les deux théories ont abouti à une 
exclusion mutuelle, sans réelle justification, aux conséquences à long terme. Nous allons voir que le 
Darwinisme domine logiquement tout le XXe siècle car il n’a pas à justifier son principe d’hérédité et 
n’a aucun a priori sur l’origine des modifications progressives soumises à la sélection naturelle. Il est 
donc mieux préparé à intégrer les progrès rapides de la biologie. Mais le Darwinisme et le 
Lamarckisme se sont partagé durablement les sources de variations sans raison. La méfiance vis-à-vis 
de l’induction de variations par l’environnement ou l’existence de mécanismes d’hérédités variés est 
encore aujourd’hui la trace de l’affrontement de ces deux théories. 
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1.1.4 Le verdict du début du XXe siècle 
En 1882 August Weismann (1834-1914) propose une théorie distinguant le « soma » du « germen ». 
Seul un certain « plasma germinatif » participe à l’hérédité. Les modifications du soma ne sont donc 
pas transmises à la génération suivante. August Weismann était convaincu de l’hérédité des 
caractères acquis comme Lamarck et Darwin jusqu’à l’élaboration de sa théorie. Cette séparation 
entre l’expérience du corps et l’information transmise à la descendance est décisive. Elle porte un 
coup terrible au Lamarckisme. Si l’hérédité des caractères acquis est exclue, les caractères adaptatifs 
induits par l’environnement ne participent plus à l’évolution. 

Dans la première moitié du XXe siècle l’étude de la division cellulaire et la redécouverte des lois de 
Mendel sur l’hérédité font naître la génétique. La génétique explique l’hérédité des caractères grâce 
au concept du gène qui n’a d’abord aucune réalité moléculaire identifiée. En 1911, Thomas Morgan 
décrit une « mutation » génétique responsable de l’apparition d’un caractère nouveau. Il identifie 
ainsi un mécanisme source de variation, bien qu’il en ignore le détail moléculaire. La variation est 
effectivement intrinsèque au vivant sous la forme d’une hérédité imparfaite. Ces progrès expliquent 
et justifient de manière éclatante deux postulats du darwinisme : la variation et l’hérédité. 

L’idée d’une variation aléatoire indépendante des conditions environnementales est également 
renforcée à cette époque, notamment par l’expérience de Luria et Delbrück (1943). Ils montrent que 
les mutations responsables d’un nouveau caractère apparaissent de façon aléatoire dans une 
population avant qu’elle soit exposée aux 
conditions sélectives pour ce caractère. Pour 
cela, ils testent l’apparition de mutants résistant 
à un phage (virus des bactéries). Ils cultivent 
plusieurs populations de bactéries en parallèle 
dans un milieu liquide non sélectif c’est-à-dire 
sans phages. (arborescence Figure 1-1). Après la 
croissance, ils étalent un échantillon de chaque 
population sur une boîte de Petri qui contient 
des phages. C’est l’étape de sélection. Cette 
seconde culture est figurée par la barquette 
jaune sur le schéma. Le nombre de colonies 
formées correspond au nombre de bactéries 
résistantes. Ce sont les points rouges dans le 
milieu jaune sur la figure. Ils prédisent une 
fluctuation de ce nombre, d’une population à 
l’autre, plus faible dans le cas de l’induction 
(Figure 1-1 A) que dans le cas de mutations 
spontanées (Figure 1-1 B). En effet la probabilité 
𝑝 de succès de l’induction de la résistance est 
supposée la même pour tous les individus de 
toutes les populations. Si on expose un nombre 
𝑁 de bactérie au phage, la distribution du 
nombre de résistants observés suit une Loi de 
Poisson de paramètre 𝑁𝑝. En revanche dans le 
cas de mutations spontanées le nombre de 

Figure 1-1 
Représentation de l’expérience de Luria et Delbrück. 
Les conséquences de chaque hypothèse sur l’apparition 
et l’observation de résistants (rouges) sont 
schématisées. A : mutation induite ; B : mutation 
spontannée. Voir détail dans le texte. 
Madeleine Price Ball (wikipedia) 
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résistants observés dépend du moment auquel intervient la première mutation (point rouge le plus 
haut dans l’arborescence). Si la mutation intervient dans les toutes premières générations de culture 
la fraction de résistant sera grande. Dans un cas extrême inverse, elle peut ne pas se produire. Des 
situations statistiques analogues sont détaillées dans le chapitre 2 et le chapitres 3. Les deux 
situations sont illustrées par la Figure 1-1. Luria et Delbrück constatent une forte fluctuation sur le 
nombre de résistants observés indiquant l’existence de mutations spontanées nécessaires à la 
résistance. Rigoureusement, ce résultat ne tranche pas de manière exclusive en faveur de l’un des 
deux mécanismes mais il montre que des mutations aléatoires favorisant la résistance surviennent 
effectivement avant le changement d’environnement qui les sélectionnera. 

À la fin des années 40, la théorie synthétique de l’Évolution intègre la sélection darwinienne, la 
théorie de l’hérédité mendélienne et la génétique des populations. Elle devient le paradigme de la 
biologie de l’évolution pour tout le XXe siècle. 

1.1.5 Hérédité non-génétique : l’épigénétique 
Il faudra attendre les années 2000 pour que l’effet de l’environnement sur l’émergence de variations 
phénotypiques héréditaires soit à nouveau sérieusement considéré. De nombreuses études 
montrent ou suggèrent l’existence de mécanismes d’hérédité qui ne font pas intervenir de variation 
de la séquence de l’ADN (Pembrey 2002). Cette hérédité non-génétique est dite épigénétique. Elle 
semble être plus sensible aux conditions environnementales et pourrait, à ce titre, jouer un rôle 
significatif dans l’adaptation des populations et l’évolution (Jablonka 2013). Le nom de Lamarck ne 
manque évidemment pas de resurgir à l’occasion. Les mécanismes moléculaires de l’hérédité 
épigénétique ne sont pas encore bien élucidés. Ils sont particulièrement complexes chez les 
organismes pluricellulaires sexués. La distinction, conceptualisée par Weismann en 1882, entre 
lignée somatique et lignée germinale constitue effectivement une sérieuse barrière. 

 

Les microorganismes unicellulaires constituent un cas particulier qui est plus simple sur ce point. 
L’étude de l’adaptation et de l’évolution de ces organismes peut aider à cerner le rôle effectif de 
l’environnement dans le processus adaptatif. Les enjeux économiques et sanitaires immédiats de la 
compréhension de l’adaptabilité des microorganismes sont autant de raisons supplémentaires de s’y 
intéresser. L’adaptation d’une colonie de bactéries à une transition environnementale constitue une 
étape ou un pas élémentaire de la grande Évolution, on parle à ce titre de Microévolution. La source 
de variabilité était un des points cruciaux dans la construction de la théorie de l’Évolution. La 
diversification intra-population est également importante pour considérer l’adaptation à un unique 
changement d’environnement. Dans le paragraphe suivant nous allons présenter les sources de 
variations pour une bactérie comme E. coli. Comment la variabilité contribue-t-elle à l’adaptabilité 
des bactéries ? 

  



1.2   La boîte à outils de l’adaptation de la bactérie E. coli. 

21 
 

1.2 La boîte à outils de l’adaptation de la bactérie E. coli.  
Nous avons présenté dans le paragraphe précédent un aperçu de la progression des concepts de 
l’Évolution et de l’adaptation. Dans cette partie, nous commencerons par présenter les éléments de 
biologie et microbiologie dont nous avons eu besoin dans notre étude. Nous expliciterons ensuite le 
concept d’adaptabilité et comment les mécanismes de diversification génétiques et non-génétiques y 
contribuent. 

1.2.1 Présentation de la bactérie E. coli 
De manière succincte, nous présentons ici la bactérie E. coli et quelques éléments de biologie 
cellulaires (Prescott, Harley, et Klein 2003). 

1.2.1.1 Bactéries 
Les bactéries sont des microorganismes unicellulaires. Elles sont capables de se reproduire de 
manière autonome à la différence des virus qui ont besoin de détourner la machinerie d’une cellule 
pour se reproduire. La taille des bactéries varie de 1 à 10 µm, et elles pèsent de l’ordre de 10-12 
grammes. Elles sont présentes partout, on connait quelques 8 000 espèces mais on estime qu’il en 
existerait 100 à 1000 fois plus. 

Ce sont des petits sacs de molécules séparés de l’environnement extérieur. Cet ensemble a la 
capacité remarquable de se copier à l’identique en puisant énergie et réactifs primaires dans le 
monde extérieur. 

En tant que procaryote, la structure de la cellule 
est simple. Le volume intérieur, appelé 
cytoplasme, est délimité par la membrane 
plasmique. La membrane contrôle les flux 
entrant et sortant de la bactérie et sert de 
support à certaines enzymes. Ce volume est 
continu et ne contient en général pas de 
structure secondaire complexe. Toutes les 
réactions chimiques sources d’énergie, ou 
permettant l’entretien et la multiplication de la 
bactérie, ont lieu dans le cytoplasme. Elles 
peuvent néanmoins être localisées, sur la 
membrane par exemple.  

Les bactéries n’ont pas de noyau délimité par 
une membrane pour isoler le matériel 
génétique. L’information génétique est supportée par l’acide désoxyribonucléique (ADN). Cet ADN 
est rassemblé sous la forme d’un ou plusieurs chromosomes. La structure de ces chromosomes est 
une double hélice d’ADN circulaire pelotonnée sous l’effet de surenroulements. 

Au-delà de la membrane cytoplasmique, ou plasmique, les bactéries possèdent une paroi constituée 
de peptidoglycane. Elle assure la cohésion mécanique de la cellule. Certaines bactéries possèdent 
uniquement une paroi épaisse et complexe. Celle-ci reste perméable au colorant de Gram et les 
bactéries correspondantes sont dites Gram positives. Les autres bactéries possèdent une paroi de 
peptidoglycanes plus simple et surtout une membrane externe. Cette dernière est imperméable au 

Figure 1-2 
Schéma d’une bactérie. (Wikipedia) 
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colorant de Gram, les bactéries possédant cette structure sont Gram négatives. C’est le cas d’E. coli. 
On appelle périplasme le volume entre les deux membranes qui contient la paroi. 

Les bactéries possèdent souvent des structures extracellulaires. Ces structures ne sont pas 
nécessaires et donc pas toujours présentes. Les cils et flagelles permettent le déplacement actif des 
bactéries. Les pili et fimbriae sont des filaments disposés à la surface des bactéries. Ils jouent un rôle 
prépondérant pour l’adhésion aussi bien à la surface d’autres organismes que sur des surfaces 
inertes. Un cas particulier est le pili sexuel. Il est responsable de l’appariement de bactéries, appelé 
conjugaison, qui leur permet de mélanger leur patrimoine génétique. L’expression du pili sexuel est 
due à un fragment d’ADN indépendant du chromosome appelé plasmide F ou facteur F. La synthèse 
de polymères excrétés à l’extérieur de la cellule peut constituer une capsule dont le rôle est de 
protéger les bactéries de diverses agressions. 

Enfin les bactéries sont des organismes unicellulaires elles peuvent donc se développer totalement 
individualisées, de manière planctonique. Mais il est très fréquent de les voir croître sous forme de 
structures collectives comme les biofilms, les filaments ou les agrégats. 

1.2.1.2 Multiplication et expression des gènes 
Nous avons évoqué la propriété remarquable des bactéries à se reproduire à l’identique. Lors de la 
multiplication, deux cellules se forment à partir d’une cellule mère. Ce processus est le cycle 
cellulaire. Chez la bactérie il se décompose en trois étapes : 

• l'initiation, 
• la réplication de l'ADN chromosomique, 
• la division cellulaire. 

La période d’initiation, prépare la réplication du chromosome. À la fin de la réplication de l’ADN 
chromosomique, les deux copies du chromosome bactérien migrent chacune, selon un mécanisme 
actif, vers une des deux futures cellules filles.  

Dans le même temps le volume de la cellule mère augmente jusqu’à une taille critique qui déclenche  
la division de la cellule en deux cellules filles. 

Lors de ce processus, la synthèse de tous les constituants nécessaires pour permettre le 
renouvellement et l’accroissement implique un grand nombre de réactions chimique couplées. Il 
s’agit du métabolisme. Une partie des réactions vise à stocker de l’énergie, elle constitue le 
catabolisme. L’autre partie est l’anabolisme : elle utilise l’énergie pour la synthèse des molécules et 
macromolécules utiles.  

Cette chimie est régulée, organisée et accélérée par les protéines. Ce sont des polymères constitués 
d’acides aminés. Les protéines catalysent les réactions chimiques. Elles interviennent dans le 
transport des nutriments de l’environnement extérieur vers le cytoplasme et dans l’élimination des 
déchets. Elles peuvent également réguler l’activité et la production d’autres protéines. 

L’ensemble des protéines présentes dans une bactérie sont synthétisées d’après l’information 
contenue dans l’ADN. En effet, la séquence des acides aminés d’une protéine est codée dans la 
succession de bases azotées, nucléotides, de l’ADN qui constitue un gène. L’ensemble des gènes 
constitue le génome. 
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La synthèse des protéines se déroule en deux étapes principales : la transcription et la traduction. 
Lors de la première étape, un acide ribonucléique messager (ARNm) porteur d’une séquence de 
bases azotées synonyme est synthétisé par l’ARN polymérase d’après l’ADN. Puis l’ARNm est traduit 
en protéine par le ribosome. 

L’expression d’un gène correspond le plus souvent à la synthèse de la protéine dont il contient le 
code. Certains gènes codent pour des molécules d’ARN. L’expression du gène est concrétisée par la 
réalisation de sa fonction par la protéine. L’expression des gènes est régulée par de nombreux 
mécanismes lors des différentes étapes de la synthèse des protéines. Les interactions entre les 
protéines, l’ARN, et l’ADN, qui peuvent être modifiées par des molécules de l’environnement, 
induisent ou répriment l’expression des gènes. Ce réseau complexe d’interactions permet de 
répondre aux exigences de différents environnements et d’exprimer les fonctions lorsqu’elles sont 
nécessaires. La régulation de l’expression des gènes, ou régulation génétique, a été démontrée 
expérimentalement par Jacob et Monod (1961). 

L’ensemble des propriétés observables d’une cellule dans un environnement donné, à un instant 
donné, constitue son phénotype. Un phénotype correspond à un état d’expression du génome. 

1.2.1.3 Escherichia coli 
E. coli est une bactérie du tube digestif de nombreux vertébrés dont l’Homme. Elle est aérobie 
facultative, c’est à dire qu’elle se développe en présence et en absence de dioxygène. Elle mesure 
entre 0,5 et 3 µm de long et pèse entre 0,5 et 5 picogrammes.  

Il s’agit probablement du microorganisme le plus étudié et utilisé en recherche. Découverte par 
Escherich en 1885, cette bactérie est utilisée depuis très longtemps par les microbiologistes. Sa 
culture est facile et elle se développe très vite. Dans des conditions optimales, la population peut 
doubler toutes les 20 min. L’accumulation des connaissances et des techniques sur E. coli en a fait un 
organisme modèle et un outil de laboratoire. 

Le chromosome d’E. coli est constitué de 4,6 millions de paires de bases. Il comporte 4 300 gènes 
codant pour des protéines (Blattner et al. 1997). À titre de comparaison, l’ADN d’un être humain est 
mille fois plus long, 3,2 milliards de paires de bases, mais ne comporte que 2 ou 3 fois plus de gènes 
(20 000 environ). 

Les souches d’E. coli, pathogènes intrinsèques ou opportunistes, peuvent être responsables de 
gastro-entérites, d’infections urinaires, de méningites ou encore de sepsis.  

Plus particulièrement, la souche de laboratoire que nous utilisons est issue de la souche MC4100 
(CGSC#: 6152). Elle n’a pas de flagelle, elle n’est donc pas mobile. Elle n’exprime pas de fimbriae 
(Peters, Thate, et Craig 2003). La souche MC4100 est très utilisée dans les laboratoires, en 
conséquence, les particularités, de son génome ont été spécialement détaillées (T. Ferenci et al. 
2009). Le gène de fluorescence a été ajouté à son chromosome avec un gène de résistance à 
l’ampicilline (Hegreness 2006). Elle n’a pas de plasmide, notamment pas de facteur F. 

Comme nombre de bactéries, E. coli se distingue par une grande capacité d’adaptation. Elle survit et 
se développe dans des environnements très différents. Nous allons à présent discuter des atouts 
dont elle dispose pour s’accommoder à des changements de milieu ou profiter d’opportunités de 
colonisation.  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Transcription_(biologie)
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1.2.2 Les ingrédients de l’adaptabilité. 
 

1.2.2.1 Adaptation et adaptabilité 
Le concept d’adaptation joue un rôle central en biologie et en biologie de l’évolution. Mais la notion 
est difficile à définir et apparaît dans des contextes différents (Mayr 1983). 

L’adaptation est définie en langage courant comme l’ajustement d’une chose à une autre. En 
biologie, il s’agirait de l’ajustement fonctionnel d’un organisme ou d’une population à son 
environnement. Cela désigne à la fois le résultat et le processus qui mène au résultat. Ici, il n’y a pas 
nécessairement de notion de valeur, toute modification qui est effectivement due à l’environnement 
fait partie de l’adaptation. 

En revanche, dans le contexte de la sélection naturelle, cet ajustement doit se traduire en termes de 
performance et de succès dans la compétition. On parle de valeur sélective, « fitness » en anglais. Il 
s’agit de la capacité à augmenter sa représentation au sein d’une population ou d’un écosystème. 
Dans le modèle évolutif r/K les deux paramètres synthétiques sont le taux de reproduction 𝑟, et le 
rendement maximum possible 𝐾 (Boyce 1984). Le taux de reproduction 𝑟 dépend du taux de 
« naissances » et du taux de mortalité. 

𝑑𝑁
𝑑𝑡

= 𝑟.𝑁 ∗ �1 −
𝑁
𝐾
� 

Un organisme est plus adapté s’il peut augmenter davantage en nombre. Pour cela, il peut se 
reproduire plus vite, 𝑟 grand, ou consommer moins de ressources limitantes, 𝐾 grand. De manière 
générale, on parle d’avantage sélectif, 𝑠, pour décrire de manière simple le rythme global auquel un 
organisme, ou un phénotype, disparait ou envahit un environnement. Sa représentation relative dans 
l’environnement, 𝑥, varie suivant l’équation simplifiée : 

𝑑𝑥
𝑑𝑡

= 𝑠. 𝑥 

À l’échelle d’une population l’adaptation désigne aussi les changements de composition 
phénotypique en réponse aux conditions environnementales. Il peut y avoir une sélection au sein de 
la population sans que cela modifie la valeur sélective vis-à-vis des autres espèces éventuellement en 
compétition. 

L’adaptabilité est la capacité à l’adaptation. Autrement dit, c’est l’aptitude à augmenter sa valeur 
sélective. L’adaptabilité est décisive pour coloniser un nouveau milieu ou pour faire face à un 
changement environnemental et éviter l’extinction. 
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1.2.2.2 Mécanismes de diversification 
L’adaptation passe par le changement. L’adaptabilité est donc liée à la capacité à créer de la 
diversité. Au sein de cette diversité accessible certains phénotypes seront plus adaptés. Les 
mécanismes de diversification fournissent un panel sur lequel s’applique la sélection naturelle. La 
création de diversité est le point de départ de l’adaptation qui fait ensuite intervenir la sélection. 

Une part de la variation peut répondre à des signaux environnementaux, une autre partie est 
spontanée, c'est-à-dire aléatoire et indépendante des conditions. Une autre distinction porte sur une 
adaptation via des fonctions existantes, c'est-à-dire programmées dans le génome de la bactérie, et 
une adaptation nécessitant l’innovation, c'est-à-dire s’écartant du programme ou modifiant le 
programme. 

Ces deux classifications sont longtemps apparues comme équivalentes. L’expression des gènes 
répond à l’environnement d’une manière totalement déterminée par le génome et son réseau de 
régulation. Tandis que l’innovation ne peut provenir que de la modification du génome, et celle-ci est 
strictement aléatoire et indépendante de l’environnement (Figure 1-3 A). Il s’agit pour la première 
partie d’une généralisation excessive des mécanismes de régulations génétiques mis en évidence par 
Jacob et Monod. Tandis que dans la seconde on voit la trace de l’affrontement entre Lamarckisme et 
Darwinisme qui exclut toute modulation des mutations en fonction de l’environnement. 

Dans les paragraphes qui suivent nous allons présenter quelques mécanismes de diversifications : 
non-génétiques d’abord puis génétiques. Nous soulignerons à quel point les contributions et les 
sensibilités environnementales des différents mécanismes participant à l’adaptabilité sont de plus en 
plus nuancés jusqu’à produire un continuum d’atout (Figure 1-3 B).  
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Figure 1-3 
Représentations des propriétés des mécanismes de l’adaptabilité. Suivant une classification binaire excessive, 
tableau A, et en introduisant les nuances mises en évidence depuis les années 90. 



Chapitre 1  Adaptation : l’enjeu de la diversité 

26 
 

1.2.2.3 La diversification non-génétique 
Régulation 
Le premier élément de l’adaptation est, bien 
évidemment, la réponse du réseau de 
régulation de l’expression des gènes au nouvel 
environnement. Les signaux du milieu extérieur 
changent, ce qui se traduit par un ajustement 
de la synthèse ou de l’activité de certaines 
protéines grâce aux systèmes régulateurs. 
L’exemple historique de ce mode d’adaptation 
est la réponse de l’opéron lactose. Lorsqu’il n’y 
a pas de lactose une protéine, le répresseur, 
empêche l’expression des gènes qui permettent 
le transport et l’utilisation du lactose. Mais, en 
présence de lactose le répresseur est désactivé, 
et le lactose peut être internalisé et utilisé 
comme source d’énergie. Nous n’entrerons pas 
dans le détail des systèmes de régulation. Mais 
le potentiel adaptatif qu’il représente, chez E. 
coli, ne doit pas être négligé pour autant. Le 
génome comporte 4 500 gènes dont le réseau 
d’interactions est extrêmement complexe (Salgado et al. 2006). Tous ces gènes assurent une 
fonction, ou peuvent assurer une fonction en cas de besoin. Ce réseau de régulation complexe 
semble également avoir une plasticité, c'est-à-dire différents modes stables de fonctionnement, qui 
peuvent participer à l’adaptabilité comme nous le verrons plus loin. 

Il existe des systèmes de régulations majeurs dont la protéine régulatrice centrale peut contrôler 
l’expression de plus de 100 gènes. Ces régulateurs sont appelés facteurs sigma. Il y en a sept chez E. 
coli. En particulier, on peut signaler le facteur sigma S, RpoS, qui correspond à une réponse générale 
au stress, c’est à dire à des conditions défavorables quelles qu’elles soient (Battesti, Majdalani, et 
Gottesman 2011). Il régule 10% du génome E. coli soit 500 gènes. Nous aurons l’occasion de reparler 
des conséquences liées à ce régulateur. 

L’adaptation fonctionnelle liée au réseau de régulation peut prendre de quelques secondes à 
plusieurs heures.  

Méthylation de l’ADN 
La majeure partie des régulations se fait par interactions spécifiques sans création de liaisons 
chimiques. Un système de régulation particulier fait intervenir la méthylation de l’ADN, c'est-à-dire la 
création d’une liaison chimique entre un groupement méthyle et un nucléotide. C’est la modification 
chimique d’un site spécifique dans la région de contrôle du gène qui change son état d’expression. Ce 
mécanisme intervient notamment dans la régulation du gène ag43 qui sera étudiée plus en détail 
dans le chapitre 3 (van der Woude et Henderson 2008). Ce mécanisme original de régulation a 
quelques conséquences remarquables. Il fait intervenir une modification chimique de l’ADN. Cette 
modification est durable. Elle peut même être irréversible, comme chez E. coli qui ne possède pas 
d’enzyme permettant la dé-méthylation. Dans ces conditions, seule la réplication de l’ADN permet 

Figure 1-4 
Représentation graphique des interactions (traits noirs) 
entre les gènes (ronds rouges) d’E. Coli. 
Nature education, (Salgado, 2006) 
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d’obtenir un nouveau chromosome non méthylé. La probabilité de transition d’un état d’expression à 
un autre est de 10-2 à 10-4 par génération. Il s’agit d’un mécanisme épigénétique qui conduit à un 
schéma d’expression du gène appelé variation de phase où deux états différents coexistent. Le 
changement d’état est aléatoire. Il dépend d’une rencontre aléatoire entre une protéine, la 
méthylase, et une petite région bien particulière de l’ADN. C’est un exemple de diversification 
spontanée, aléatoire comme une mutation, mais sous contrôle du programme génétique. Le 
caractère spontané du changement d’état doit être nuancé. La variation de phase du gène ag43 
semble effectivement indépendante des conditions, mais de manière plus générale une réponse à 
l’environnement est possible sous deux formes. D’une part, les probabilités de transitions peuvent 
être modulées d’après des signaux extérieurs. D’autre part, un second niveau de régulation peut se 
superposer en agissant sur une des étapes qui séparent le gène et la réalisation de sa fonction. Enfin, 
la fréquence de changement d’état par génération est faible. Par conséquent, il y a une forme 
d’hérédité puisque la probabilité que le phénotype soit transmis à la génération suivante est forte. 

Systèmes bistables  
Nous avons vu que la variation de phase permet de maintenir deux états phénotypiques différents au 
sein d’une population génétiquement homogène. D’autres mécanismes permettent de générer une 
telle diversité programmée. Il s’agit de systèmes de régulation particulier qui possèdent deux états 
stables (Veening, Smits, et Kuipers 2008). L’expression d’un gène en tout ou rien a été observé très 
tôt sur l’exemple de l’opéron lactose (Novick et Weiner 1957). La biologie des systèmes a montré que 
des circuits de régulation fermés très simples peuvent générer ce genre de réponses (Alon 2007). 
L’exemple le plus étudié est sans doute l’état de compétence (capacité à intégrer de l’ADN libre dans 
l’environement) de Bacillus subtilis (Dubnau et Losick 2006). La possibilité pour un schéma de 
régulation d’être dans deux états distincts ne devient remarquable que si, dans un contexte fixé, les 
deux états sont possibles c'est-à-dire stables. Deux phénotypes distincts peuvent coexister au sein 
d’une population. L’influence des conditions environnementales sur la stabilité de chaque état peut 
être significative mais l’événement de transition d’un état à l’autre est spontané. Il dépend de 
fluctuations du nombre de molécules régulatrices près du seuil critique de transition. Nous allons à 
présent discuter de ces fluctuations en détails au prochain paragraphe. Il est plus difficile et plus rare 
de considérer l’hérédité des phénotypes contrôlés par ces systèmes bistables. Elle existe au sens où 
lors de la division deux cellules sœurs héritent du même état. Mais des transitions ont de grandes 
chances de se produire entre deux générations, à moins qu’un des états phénotypiques conduise à 
un arrêt de la prolifération. 

Bruit d’expression génique 
Nous venons d’évoquer des fluctuations dans le nombre d’exemplaires d’une molécule donnée dans 
la cellule. Ici nous souhaitons souligner brièvement l’origine, la généralité et les conséquences 
théoriques de ce phénomène. Les études expérimentales de ce phénomène et de ses conséquences 
sur l’adaptation seront discutées en détails plus loin dans ce chapitre (partie 1.3). Lorsqu’un nombre 
d’objets est petit, les fluctuations sur ce nombre sont d’autant plus conséquentes. Or, dans une 
cellule, certaines molécules sont présentes en petit nombre. Les fluctuations sur le nombre de 
protéines sont parfois appelées bruit d’expression. Lors de l’expression d’un gène, le processus part 
de l’exemplaire unique du gène. Lors de la transcription, on passe du seul gène à quelques copies de 
l’ARN messager. Ce nombre d’ARN messagers varie au cours du temps à cause des événements 
aléatoires que sont la dégradation d’une copie ou la synthèse d’une copie par transcription du gène. 
Chaque ARN messager participera également à un nombre variable de traductions, produisant ainsi 
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plus ou moins de protéines (Ozbudak et al. 2002). Les fluctuations du nombre d’ARN et de leur taux 
de traduction contribuent aux variations du nombre de protéines. Tous les gènes sont exprimés de 
manière bruitée et le niveau de bruit dépend surtout  du nombre moyen de protéines dans la 
bactérie lorsque le gène est exprimé (Taniguchi et al. 2010). Rigoureusement, l’état phénotypique 
fluctue donc d’un clone à l’autre, et au cours du temps. Ces fluctuations sont généralement plus 
rapides que la division cellulaire, ce qui exclue toute forme d’hérédité. Néanmoins, au moment de la 
division, les deux cellules filles héritent de la composition cytoplasmique de la cellule mère. Les 
fonctions globales sont robustes vis-à-vis de ce bruit qui est donc principalement observable à 
l’échelle moléculaire. Cependant, dans certaines circonstances, comme une agression chimique 
soudaine, les phénotypes les plus excentriques pourraient avoir une plus grande chance de survie ou 
inversement. Par exemple, une concentration inhabituellement haute d’une enzyme dégradant un 
antibiotique peut leur permettre de survivre aux premières minutes d’exposition. Cet état 
phénotypique est transitoire puisqu’il est lié aux fluctuations. Par conséquent, si la menace persiste, 
il ne s’agit que d’un sursis et d’autres mécanismes plus stables doivent prendre le relais. Il n’en reste 
pas moins qu’au moment de l’exposition, la diversité de « micro-états » phénotypiques due au bruit 
d’expression a augmenté les chances de survie. Plus de chance de survie correspond à plus de chance 
de s’adapter. Le bruit peut donc participer à l’adaptabilité (Fraser et Kaern 2009). Ce mécanisme est 
spontané, il est paramétré par le code génétique qui est responsable de l’amplitude du bruit (Raser 
2004). 

Exemple d’innovation non génétique 
Au début de cette partie sur l’adaptabilité, nous avons mis en avant la nuance entre l’exploitation des 
possibilités offertes par le génome (« Programme ») et la nécessité d’innovation. Pour le moment, 
nous avons décrit toutes les contributions non-génétiques à l’adaptabilité comme assujetties au 
programme du génome. En conséquence, l’innovation serait exclusivement génétique. Nous 
donnerons donc deux sources d’innovations non-génétiques qu’on peut considérer comme 
échappant à la prévalence du code génétique. Tout d’abord, la plasticité du réseau de régulation 
pourrait faire apparaître des états phénotypiques nouveaux en présence de conditions 
environnementales jamais rencontrées auparavant. Bien que possédant un mode de fonctionnement 
privilégié, qui est celui qui résulte de l’Évolution, on ne peut exclure que d’autres modes puissent 
émerger. Cette hypothèse est soutenue par les travaux théoriques de biologie des systèmes sur la 
stabilité du réseau de régulation (Papp, Teusink, et Notebaart 2009) et par un exemple de sélection 
d’un mode d’expression par l’activité métabolique globale (Kashiwagi et al. 2006). Une expérience 
d’adaptation suite à un détournement du circuit de régulation suggère également un rôle de la 
plasticité du réseau avant l’apparition de mutations (David et al. 2010). Cette plasticité peut être 
héréditaire, si le mode de fonctionnement du réseau de régulation est transmis lors de la division 
grâce au partage équitable des éléments de régulations impliqués. Une deuxième source 
d’innovation non-génétique serait les « erreurs » lors de la synthèse des protéines et pendant leur 
maturation (Ryall, Eydallin, et Ferenci 2012). L’hérédité d’une telle innovation est peu probable voire 
impossible. Mais, comme nous l’avons discuté pour le bruit sur l’expression génique, l’hérédité n’est 
pas nécessaire pour contribuer à l’adaptabilité. 
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1.2.2.4 La diversification génétique 
La diversité nécessaire à l’adaptation peut également apparaître grâce à des modifications du 
génome. Les changements dans les séquences nucléotidiques de la bactérie sont par nature stables 
sur plusieurs générations puisque l’ADN est le support de l’hérédité. Cette diversification produit 
donc une population génétiquement hétérogène. Parmi les variations produites, seules certaines 
auront des conséquences observables et contribueront à augmenter la diversité phénotypique. 

La diversification est favorable pour faire face à un environnement nouveau. Mais elle représente 
également un risque car elle modifie l’existant qui, a priori, est adapté à un environnement. Ceci 
explique que de nombreux mécanismes contribuent à un faible taux d’erreurs lors de la réplication 
de l’ADN. 

Mutations 
Le taux d’erreur lors de la réplication est estimé à 5.10-10 par paire de nucléotides copiés. Dans un 
premier temps, on considère qu’il est constant ou indépendant de la séquence de l’ADN. Le génome 
d’E. coli comporte environ 5 millions de nucléotides. Il y a donc en moyenne une erreur, soit un 
mutant, pour 10 000 nouveaux clones. Lors de la croissance d’une population, les mutations qui 
interviennent tôt sans diminuer le taux de division, constituent une classe de clones beaucoup plus 
importante que les mutations intervenues lors de la dernière génération (Figure 1-1). Cette 
contribution à la diversité de la population et à l’adaptabilité ne peut contribuer significativement 
que pour de très larges populations ou sur des temps très long. Par exemple, la probabilité qu’un 
clone comporte une substitution quelconque mais localisée dans un gène cible est de 10-7. Cette 
probabilité est très faible mais il est important de signaler qu’elle est en partie compensée par la 
taille des populations des bactéries. Nous sommes 7 milliards d’être humain sur Terre, en simplifiant, 
le temps de génération de l’espèce est d’une vingtaine d’année. Une colonie d’E. coli de 1µL, un cube 
de 1mm de côté, contient 1 milliard d’individus et son temps de génération est de 20 min. Le nombre 
de génomes est un atout pour l’adaptation. Lors d’un changement environnemental, plus une 
population est grande, plus elle a de chances de compter dans ses rangs quelques mutants qui se 
trouvent être prêts pour les nouvelles conditions extérieures. Les mutations spontanées de 
nucléotides quelconques constituent en outre une des sources importantes de modifications du 
génome pour l’adaptation à long terme à un environnement. Elles sont responsables de l’ajustement 
fin de la structure des protéines et donc de leurs activités enzymatiques. En effet, c’est le seul 
mécanisme qui modifie une base à la fois, ce qui après la transcription et la traduction peut 
substituer un acide aminé de la protéine. Pour finir sur les mutations, on a souvent considéré qu’il 
s’agissait d’événements spontanés indépendants de l’environnement. Il semble que certaines 
situations, activant les circuits de régulation de réponse au stress, entrainent une augmentation du 
taux de mutation (Bjedov et al. 2003). La diversification est donc plus rapide en présence d’un 
environnement hostile. 

« Points chauds » et variation de phase 
Dans le paragraphe précédent, la probabilité de mutation était décrite comme constante sur 
l’ensemble de la séquence ADN. Il existe en réalité des régions du génome où le taux de mutations 
est plus élevé. Leur probabilité d’occurrence dans un génome à chaque génération varie en 10-2 et 
10-5. On peut comparer cette valeur à celle calculée précédemment pour une mutation dans un gène 
cible (10-7). Cette mutation peut être réversible ou non et le plus souvent elle active ou désactive 
l’expression d’un gène. On parle de variation de phase. Nous ne détaillerons pas la variété de 
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mécanismes moléculaires qui ont été élucidés (Wisniewski-Dyé et Vial 2008). Chaque « point chaud » 
est responsable de la coexistence spontanée de deux phénotypes au sein de la population. Chacun 
des phénotypes est probablement avantageux dans des circonstances différentes. Le maintien d’une 
sous-population dans un état d’expression différent, destiné à des conditions environnementales qui 
pourraient apparaître, est une stratégie dite de « Bet Hedging », minimisation des risques. Il a été 
proposé que ces mécanismes de variation de l’expression des gènes, qui participent à l’adaptabilité, 
aient précédé l’apparition de réseaux de régulation sensibles aux signaux environnementaux 
(Beaumont et al. 2009). 

Augmentation du génome 
La dernière source de diversité génétique que nous discuterons rassemble les modifications 
génétiques impliquant de grands morceaux d’ADN. 

Tout d’abord, les transferts de gènes horizontaux sont une source importante de diversité, qui 
permettent à une bactérie d’acquérir des fonctions nouvelles. Ainsi, alors que son génome comporte 
4 500 gènes en moyenne, la collection de gènes rencontrés dans différentes souches d’E. coli en 
compte 18 000 (Touchon et al. 2009). Cela constitue un réservoir de diversité important qui 
contribue massivement à l’adaptabilité. Cependant, dans le cadre de notre étude, nous travaillons 
avec une population « clonale » qui ne possède pas, à notre connaissance, les facteurs nécessaires 
pour de tels transferts. 

Le nombre de copies d’un gène peut également augmenter spontanément. Le nombre d’exemplaires 
d’un plasmide peut varier. Suite à des erreurs, lors de la réplication ou la réparation de l’ADN, un 
gène du chromosome peut être dupliqué. L’étape de duplication est limitante, une fois qu’un gène 
est dupliqué son nombre de copie peut augmenter rapidement, on parle d’amplification de gène 
(Andersson et Hughes 2009). La variation du nombre de copies ne crée pas de nouvelle fonction mais 
elle fait varier le niveau d’expression d’un gène en particulier. La probabilité d’amplification de gène 
spontanée est comprise entre 10-2 et 10-4 par génome. Alors que ces fréquences sont déjà élevées, il 
a été montré qu’en situation de stress, la probabilité d’amplification de gènes était 
accrue(Lombardo, Aponyi, et Rosenberg 2004). Ce processus de diversification n’est donc pas 
indépendant des conditions extérieures et permettrait lui aussi d’augmenter la diversité 
spécifiquement lors de changements environnementaux difficiles. 
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Les mécanismes qui contribuent à l’adaptabilité des bactéries sont nombreux. Les efforts importants 
en biologie moléculaire depuis la deuxième moitié du XXe siècle ont contribué à donner une image de 
plus en plus exhaustive de la diversification au sein d’une population de bactéries. Certaines 
approches expérimentales pour l’analyse de cellules uniques ont permis d’affiner notre 
compréhension de l’individualité dans une colonie. Pour aller plus loin, il semble intéressant 
d’envisager comment tous ces « joueurs » de l’adaptabilité se mettent en mouvement lors d’une 
transition environnementale. Notre travail a notamment porté sur l’analyse des dynamiques de la 
diversité phénotypique intra-population d’E. coli à travers différents changements 
environnementaux simples. Dans ce but, nous avons considéré des expériences d’adaptation en 
laboratoire, simples, inspirées par les travaux d’évolution expérimentale sur des microorganismes, 
discutés dans le paragraphe suivant. Afin de suivre les populations en phase d’adaptation nous avons 
mis en œuvre une méthode de phénotypage originale qui s’inspire de méthodes d’analyse 
quantitatives de cellules uniques dont nous allons également présenter deux exemples. 
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1.3 Approches expérimentales de l’adaptation et de la diversité 
 

Pour étudier les dynamiques de l’adaptation d’une population « clonale » d’E. coli, nous nous 
sommes inspirés du développement de nouvelles méthodes quantitatives pour la biologie et de 
l’évolution expérimentale sur des micro-organismes. Dans ce paragraphe, nous présentons d’abord 
des expériences qui mettent en œuvre des outils d’observation et de mesure innovants. Elles 
révèlent ainsi certains mécanismes de l’adaptabilité évoqués dans la partie précédente. Puis nous 
présenterons quelques expériences d’évolution et microévolution en laboratoire qui nous ont guidés 
pour mettre en place les  transitions environnementales que nous avons étudié. 

1.3.1 L’apport d’outils expérimentaux quantitatifs 
Parmi les mécanismes participant à la diversité phénotypique présentée dans la partie précédente, 
plusieurs ont été particulièrement bien mis en évidence grâce à des approches expérimentales 
nouvelles ou modernisées. Nous allons en présenter deux afin de souligner l’intérêt de l’observation 
en temps réel et de la mesure quantitative sur des bactéries individualisées. Elles ont permis 
d’explorer certaines questions sur la diversité phénotypique. Elles apportent un éclairage sur 
l’adaptabilité des bactéries. 

L’un des points de départ, commun à ces approches expérimentales, est le souci d’aller au-delà de 
l’information moyenne collectée lors des mesures sur des cultures macroscopique. Les paramètres 
mesurés comme le temps de division, le rendement de biomasse, une activité enzymatique, ou 
l’expression d’une protéine, peuvent dissimuler une variabilité significative d’un individu à l’autre. 

Pour réussir à observer individuellement les bactéries d’une colonie, il convient de les disperser et de 
les immobiliser tout en maintenant des conditions de croissance favorables. La mise en œuvre de 
méthodes expérimentales plus ou moins complexes dans ce but n’est pas nouvelle comme l’indique 
l’article de revue d’Hoffman en 1964. Certaines techniques de microfabrications apportent 
effectivement de nouvelles possibilités (Whitesides et al. 2001) mais l’avancée majeure vient des 
moyens modernes d’imagerie, de traitement d’images, et d’automatisation, et de la volonté de 
quantifier les observations. 

Observation directe de bactéries en dormance 
Une des manifestations évidentes de la diversité qui existe au sein d’une population de micro-
organismes est l’observation d’inflexions dans certaines courbes de létalité de traitements 
antimicrobiens. Dans certains cas, la courbe atteint même un minimum qui correspond à une fraction 
qui n’est pas sensible au traitement. On parle de persistance pour cette fraction. La dormance est un 
des mécanismes de persistance identifiés. Certaines bactéries sont dans un état végétatif ou de 
croissance lente qui leur permet de survivre à l’attaque d’un agent chimique par exemple (Lewis 
2006). 

La détection des microorganismes viables qui ne se divisent pas est délicate (Oliver 2009). Par 
conséquent, l’étude de ces sous-populations en dormance afin d’identifier comment elles se 
constituent, posait un problème expérimental. La solution mise en œuvre par Balaban, sur un mutant 
à haut taux de persistants, consiste à isoler les bactéries et à les suivre individuellement au cours du 
temps en microscopie (2004). Il est ainsi possible de mesurer la croissance de chaque individu avant 
et après un traitement antibiotique. On peut ainsi identifier certaines bactéries qui ne se divisent pas 
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au début de l’expérience, mais peuvent commencer à se multiplier en fin d’expérience. Balaban et al. 
ont ainsi montré, en suivant le devenir individuel d’un grand nombre de bactéries, que les bactéries 
qui persistaient lors d’un traitement antibiotique à l’ampicilline étaient les bactéries dans un état 
végétatif avant le traitement (Figure 1-5). 

Avec cette expérience, on voit l’intérêt de suivre chaque bactérie au cours du temps, car le caractère 
qu’il fallait mettre en évidence n’est identifiable que grâce la dynamique individuelle. La mesure est 
quantitative puisqu’on mesure la longueur totale de chaque population au court du temps. Cela 
permet d’analyser également la vitesse de croissance. Il faut que cette mesure, sur des bactéries 
uniques isolées, soit réalisée en parallèle sur un échantillon suffisant car le phénotype persistant est 

Figure 1-5 
A : Schéma de principe de l’expérience de Balaban et al. sur les bactéries persistantes. Les bactéries (en vert) 
sont confinées dans un canal à peine plus large et plus épais qu’elles. Si elles se divisent leur descendance 
s’étale dans le canal mettant en évidence la croissance. L’environnement est contrôlé grâce à la circulation du 
milieu de culture dans un réservoir seulement séparé des bactéries par une membrane perméable. 
B : Résultats adaptés de la publication de Balaban et al. en 2004 présentant des images de microscopie de 
fluorescence du dispositif à différentes étapes de l’expérience. Les bactéries sont dispersées dans les canaux 
puis perfusées avec du milieu de croissance (GM1). Après deux heures, on traite les bactéries avec de 
l’ampicilline (A) pendant quatre heures ce qui entraine la lyse d’un grand nombre de cellules. Enfin les bactéries 
sont à nouveau perfusées avec du milieu sans antibiotiques (GM2). La flèche rouge indique une bactérie en 
dormance avant le traitement, qui survit à l’exposition à l’ampicilline et repart en croissance lors de l’arrêt du 
traitement. (Balaban et al. 2004) 
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rare, moins de 1% de la population. Enfin l’observation « microscopique », au sens de cellules 
uniques, permet, a posteriori, de modéliser les dynamiques de populations macroscopiques. 

Fluctuation d’expression génique et lignée 
La seconde approche expérimentale présentée ici partage avec la précédente les principes 
d’individualisation des bactéries et de mesure quantitative suivie dans le temps. Il s’agit de la mesure 
quantitative de fluorescence en photographie d’accéléré, Quantitative Fluorescence Time-Lapse en 
anglais (Michael B. Elowitz et Leibler 1999). Une bactérie immobilisée est confinée dans le plan 
d’observation entre un gel et une lamelle de verre. Elle est photographiée en microscopie de 
fluorescence à intervalles réguliers. On peut ainsi suivre la fluorescence de la bactérie et de chacune 
de ces cellules sœurs au cours du temps jusqu’à sept générations environ (Young et al. 2011). 

Nous avons présenté les fluctuations d’expression génique, dans la partie précédente, pour leur 
contribution à la diversité phénotypique instantanée d’une population de bactérie. Cet ingrédient de 
l’adaptabilité a été très joliment illustré grâce à la technique de time lapse en comparant les 
fluorescences dues à deux protéines exprimées sous deux promoteurs indépendants (M. B. Elowitz 
2002). La Figure 1-6 explique comment les fluctuations temporelles décorellées de l’expression de 
ces deux protéines produisent une grande diversité de « teinte » des bactéries. Cette étude constitue 
une des preuves de référence des fluctuations de l’expression génétique. 

Comme indiqué ci-dessus, il est possible, en partant d’une unique bactérie, de mesurer sa 
fluorescence et celle de chaque cellule sœur au cours du temps. Mais la photographie d’accéléré 
permet d’aller plus loin grâce à l’analyse d’image automatisée. On peut extraire l’arbre 
« généalogique » de la population issue de l’ancêtre unique. Cette technique a permis de montrer 

Figure 1-6 
Illustration du bruit d’expression mesurée par Elowitz (2002). À gauche, graphe représentant les fluctuations 
temporelles de l’expression de deux gènes indépendants (yfp en rouge et cfp en vert) dans une bactérie. À 
droite, la combinaison des images de fluorescence de la protéine CFP, en vert, et de la protéine YFP, en rouge. 
Si une bactérie exprime les deux protéines au même niveau elle apparaît jaune, sinon elle tend vers la couleur 
de la protéine la plus exprimée. La diversité des teintes observée sur cette image est due aux fluctuations de 
l’expression des gènes cfp et gfp au cours du temps, comme sur le graphe à gauche (vert CFP et rouge YFP). 
Comme les deux gènes sont exprimés de manière indépendante, leurs niveaux d’expressions relatifs ne sont 
pas corrélés et la « teinte » de chaque bactérie fluctue de manière aléatoire. Lors d’une observation 
instantannée comme sur la photgraphie, on observe les bactéries dans des teintes aléatoires. 

Fluctuations temporelles 
dans une bactérie 

Fluctuations inter-bactéries 
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l’existence de prédispositions à la survie lors d’une transition environnementale brutale, qui sont 
non-génétiques. On mesure dans chaque bactérie la fluorescence d’une protéine rapportrice qui est 
exprimée en réponse au stress de la cellule. Les bactéries d’une ramification de la descendance ont la 
même tendance sur le signal de fluorescence, signe qu’elles sont dans un état de stress comparable. 
Cette prédisposition est très claire pour des branches isolées après le début du traitement. De 
manière moins évidente, elle apparaît également pour des sous-familles remontant jusqu’à une 
division intervenue avant l’exposition à l’antibiotique (Ni et al. 2012). Ce constat d’une détermination 
du destin par un état épigénétique ancestral qui précède la transition vers un environnement 
sélectif, peut être vérifié avec une analyse statistique équivalente à celle de Luria et Delbrück. On 
peut y voir une forme d’hérédité épigénétique sur quelques générations. 

Avec ces exemples, nous atteignons le niveau de résolution extrême accessible pour l’étude 
expérimentale quantitative de la diversité phénotypique. En effet, il est possible de suivre les 
concentrations cytoplasmiques d’une protéine pour chaque bactérie d’une population et chacune de 
leurs descendantes sur trois génération avant et trois génération après une transition 
environnementale. 

Notre démarche expérimentale de l’adaptation a en commun avec les démarches expérimentales 
présentées, la volonté de mettre en œuvre une lecture phénotypique quantitative, pouvant révéler 
la diversité présente au sein d’une population à l’échelle de l’individu unique. Comme dans le cas de 
la détection des bactéries persistantes, l’échantillon analysé doit être le plus grand possible pour 
détecter les phénotypes les plus rares possibles. Notre but est d’aborder la diversité phénotypique et 
les dynamiques d’adaptation avec une méthode quantitative nouvelle qui pourrait compléter 
l’éventail d’outils disponibles. 
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1.3.2 Évolution expérimentale sur les 
micro-organismes 

La biologie de l’Évolution s’est longtemps 
limitée à l’observation et l’interprétation de la 
diversité dans la nature. Elle s’est également 
intéressée de préférences aux organismes 
« supérieurs ». Dans le même temps, les 
microorganismes ont servi à l’avancée rapide 
de la biologie moléculaire, sans qu’on 
s’intéresse à leur évolution. Pourtant ces vingt 
dernières années, les expériences d’évolution 
en laboratoire ont produit de nombreux 
résultats et ont permis de tester certaines 
hypothèses des théories de l’Évolution 
(Kawecki et al. 2012). Le cas particulier des 
expériences sur des microorganismes, possède 
de nombreux avantages. Les microorganismes 
se reproduisent rapidement ce qui est décisif 
pour suivre l’évolution sur un grand nombre de 
générations. Il est ainsi possible d’observer 
l’évolution significative de populations sur un 
temps à l’échelle d’une vie humaine. Les 
cultures sont également peu encombrantes et 
peuvent donc être parallélisées. La 
connaissance génétique et moléculaire de ces 
organismes modèles permet une maîtrise fine 
des paramètres de l’expérience et une analyse 
détaillée. L’exploration a posteriori du 
processus d’évolution est enfin rendue 
possible grâce à la possibilité de stocker les 
populations au cours du temps, figées dans 
leur état d’avancement. Elles peuvent être 
relancées en culture ultérieurement, pour des 
expériences supplémentaires (Elena et Lenski 
2003). Enfin les expériences d’évolution sur les 
microorganismes se sont également développées en raison de l’émergence rapide de résistances aux 
antibiotiques. L’apparition de souches résistantes est en effet le fruit des mécanismes de l’Évolution 
(Hall 2004). 

Pour illustrer différentes facettes de la démarche d’évolution expérimentale sur les bactéries, nous 
allons présenter quelques exemples. 

Expérience à long terme 
Si l’on met de côté le cas des souches domestiquées pour diverses transformations agroalimentaires 
depuis de nombreux siècles, l’expérience d’évolution de microorganismes en laboratoire la plus 
connue et la plus longue à l’heure actuelle a été lancée par Richard Lenski en 1988. Douze 

A Rythme d’adaptation sur 20 000 générations. 

B Photos de la fiole contenant le mutant ayant 
acquis le catabolisme aérobie du citrate. 

Figure 1-7 
Illustrations de deux résultats obtenus dans le cadre de 
l’expérience d’évolution d’Escherichia Coli de Richard 
Lenski. D’une part le rythme d’adaptation, mesuré sur 
20 000 générations, ralentit (graphe A, extrait de Cooper 
et Lenski 2000). D’autre part une des populations atteint 
des rendement de biomasse, une turbidité plus 
importante, en raison de l’émergence d’un mutant 
métabolisant le citrate (photo B, Brian Baer et Neerja 
Hajela, site internet du laboratoire de Lenski). 
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populations d’E. coli issues d’un unique clone sont propagées par dilution quotidienne depuis 25 ans. 
Il s’agit d’une adaptation à un environnement nouveau, en partie pour sa composition chimique, 
mais surtout pour sa très grande stabilité (Lenski 2004). Nous ne détaillerons pas tous les résultats 
issus de cette expériences ni tous les travaux qu’elle a inspiré, mais simplement deux résultats 
frappants. Elle a permis de mesurer le rythme de l’adaptation à un environnement constant sur 20 
000 générations (Cooper et Lenski 2000). L’augmentation de l’avantage semble ralentir au cours du 
temps (Figure 1-7 A). Ce ralentissement est interprété comme signe d’une probabilité de plus en plus 
faible de maintien d’une mutation produisant un avantage minimum. En effet, pour être maintenue, 
une mutation doit non seulement être bénéfique, mais elle doit aussi avoir la chance d’être 
conservée lors de la dilution quotidienne qui peut exclure les mutants faiblement représentés. Par 
ailleurs, une des douze populations propagées en parallèle, a exprimé une innovation fonctionnelle 
majeure après 31 500 générations (Figure 1-7 B). Une lignée est capable de métaboliser le citrate en 
conditions aérobie, ce qui n’était pas le cas de la population ancestrale (Blount, Borland, et Lenski 
2008). Il s’agit d’un exemple frappant de divergence phénotypique majeure impliquant plusieurs 
mutations génétiques. 

Microévolution et adaptation à « court » terme. 
D’autres approches expérimentales 
s’intéressent à des périodes d’adaptation plus 
courtes. On parle de microévolution. Cela 
correspond davantage à notre démarche dans 
le cadre de cette thèse, puisque nos 
expériences n’ont jamais dépassé 30 jours. Les 
travaux expérimentaux s’intéressent souvent à 
l’émergence de la diversité dans des habitats 
contrôlés. Leur but est de tester les hypothèses 
sur les origines et les circonstances du maintien 
de populations diversifiées (R. Kassen 2002), ou 
tout simplement d’envisager le devenir de 
populations bactériennes dans un 
environnement défini simple.  

Un premier exemple est l’observation d’une radiation évolutive ou adaptative au sein de populations 
de Pseudomonas fluorescens (Rainey et Travisano 1998). Dans cet article, la structuration de 
l’environnement, obtenue en laissant une culture liquide statique pour 24 heures, apparaît 
déterminante dans l’apparition rapide, trois jours seulement, puis la coexistence de trois phénotypes 
distincts. Chaque phénotype est relié à la colonisation d’une niche particulière de l’environnement 
structuré. L’identification des phénotypes est possible car ils présentent des morphologies de 
colonies différentes sur milieu gélosé (Figure 1-8). Cette identification par la morphologie et la 
colonisation de niche apparaît dans le chapitre deux sur l’étude de la variation de phase du gène 
ag43. 

Un autre exemple d’évolution en laboratoire que nous souhaitons mentionner est l’adaptation d’E. 
coli lors d’une phase stationnaire prolongée (Zambrano et Kolter 1996). L’étude de populations 
laissées 10 jours en phase stationnaire a révélé une modification significative de leur phénotype. 
Après 24 heures en phase stationnaire les bactéries ne montrent plus de signes de croissance, alors 

A 

B 

Figure 1-8 
Photographies extraites de l’article de Rainey et 
Travisano, 1998, montrant en association les 
morphologies des colonies (A) et les niches occupées 
dans le milieu liquide statique (B) des trois phénotypes 
observés (notés SM, WS et FS). 
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que 10 jours plus tard une fraction de la population croît à nouveau rapidement. Cette observation 
se traduit par un avantage sélectif, en phase stationnaire, du phénotype isolé après 10 jours sur le 
phénotype ancestral. Le dernier chapitre de cette thèse s’intéressera à une transition 
environnementale similaire en ajoutant une structuration spatiale comme celle mise en œuvre par 
Rainey et  Travisano sur Pseudomonas. 

Le dernier exemple est une expérience sur E. coli en chemostat, c'est-à-dire en culture diluée en 
continue. Cet environnement est supposé homogène et les conditions de croissance sont maintenues 
constantes. La croissance est limitée par l‘apport continue de glucose. En vingt jours, plusieurs 
phénotypes apparaissent et coexistent. Grâce à un phénotypage moléculaire, plus lourd que dans 
l’expérience sur Pseudomonas ou sur la phase stationnaire, différents compromis de régulation 
métabolique sont identifiés. Ils favorisent tous l’efficacité d’utilisation du glucose qui est limitant 
mais selon différentes voies d’améliorations (Maharjan 2006). La structuration spatiale de 
l’environnement est une solution, mais n’est pas nécessaire, pour observer une diversification 
phénotypique. Plusieurs solutions à un même défi environnemental peuvent coexister. 

Ces exemples d’expériences d’adaptation montrent qu’une population de bactéries produit 
rapidement une diversité phénotypique aux signatures moléculaires ou morphologiques variées dont 
nous avons discuté les sources dans la partie précédente sur les ingrédients de l’adaptabilité. Une 
des limitations opposées à ces approches est liée à leur pertinence dans les environnements 
naturels. Les travaux publiés en 2010 par Levert et al. répondent en partie à cette question. Ils 
montrent que lors d’une infection par une souche d’E. coli, la population bactérienne prélevée chez 
un patient présente une diversité phénotypique significative. Les résultats suggèrent qu’une partie 
de la diversité constatée ressemble à celle obtenue dans les expériences d’évolution en laboratoire 
(Levert et al. 2010). 

 

1.4 Conclusion 
Les transitions environnementales que nous allons considérer ont donc déjà fait l’objet d’expériences 
dont nous n’avons présenté que quelques exemples parmi une littérature croissante depuis trente 
ans. Mais nous voulons étudier ces cas expérimentaux avec un nouvel outil de mesure qui soit le plus 
quantitatif possible pour suivre plus spécifiquement la dynamique des phénotypes dans une 
population en adaptation. Pour cela, nous mesurerons les caractères associés à chaque cellule, prise 
individuellement, dans un échantillon le plus grand possible. Il s’agit d’accéder à la composition 
phénotypique la plus finement résolue possible. 
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2 Outil de phénotypage en millifluidique digitale 
 

2.1 Vers la  millifluidique digitale 
 

2.1.1 Microfluidique 
La microfluidique est définie comme l’étude et la conception de dispositifs manipulant de faibles 
volumes de fluides grâce à leur confinement dans des canaux de 1 µm à 1 mm de diamètre (Tabeling 
2003) 

La manipulation de fluides dans des dispositifs miniaturisés offre de nombreuses perspectives en 
recherche et pour les techniques d’analyse (Whitesides 2006). Pour les sciences analytiques, réduire 
les volumes morts et la taille des prélèvements est un enjeu important. Aussi la microfluidique y 
trouve un champ d’application naturel (Ohno, Tachikawa, et Manz 2008). 

Les applications des techniques de microfluidique pour la biologie ont également connu un 
développement important ces 20 dernières années (Holmes et Gawad 2010). Avec la microfluidique 
et les techniques assimilables, on peut manipuler et analyser les cellules individuellement. Leur 
environnement immédiat peut être modifié à façon avec précision. Les cellules peuvent être étudiées 
individuellement. L’information chimique et biochimique n’est plus réduite à une moyenne sur une 
population macroscopique mais devient disponible pour chaque cellule (Boitard et al. 2012). Certains 
protocoles de préparation des échantillons pour la microscopie sont aussi simplifiés et accélérés 
grâce à des systèmes microlfuidiques simples. 

Avec la miniaturisation, on peut envisager de paralléliser massivement les analyses. L’augmentation 
des débits de tests intéresse bien sûr le domaine médical. Plus d’analyses, plus vite (et moins cher), 
permet un diagnostic plus rapide et plus précis. Dans de nombreux secteurs industriels, une partie de 
la recherche et de l’innovation passe par le criblage expérimental massif. Cela consiste à réaliser un 
très grand nombre d’expériences de manière systématique pour optimiser le ou les paramètres jugés 
pertinents. La quête d’une nouvelle molécule pharmaceutique, en explorant une collection de 
molécules disponibles, en est surement le paradigme (Macarron et al. 2011). On comprend l’intérêt 
de la miniaturisation et de la parallélisation, pour réaliser plus de tests simultanément.  

Nous avons vu quelques avantages offerts par la microfluidique. Ces avantages correspondent en 
partie à nos besoins. Nous cherchons à étudier en parallèle un nombre significatif de cellules isolées. 
Inutile d’isoler un microorganisme d’un micromètre dans un réacteur d’un litre. En étudiant chaque 
individu dans un petit volume, il est plus facile d’augmenter le nombre de petits volumes étudiés en 
parallèle. 
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2.1.2 Microfluidique diphasique ou digitale 
 

La parallélisation est une étape qui ne découle pas simplement de la miniaturisation. En 
microfluidique, les dispositifs de pilotage et de mesure constituent le coût et l’encombrement 
principal. Pour multiplier les microréacteurs de manière réaliste, il convient donc de mutualiser cette 
part du dispositif pour le plus grand nombre d’enceintes réactionnelles possibles. Dans le même 
temps, il faut s’assurer que les réacteurs restent parfaitement indépendants malgré 
l’homogénéisation rapide par diffusion et les contaminations par adsorption sur les parois des 
dispositifs. Le nombre de réacteurs est finalement limité dans cette approche car la complexité 
augmente rapidement. 

 

L’utilisation de deux phases immiscibles possède certains avantages par rapport aux systèmes 
monophasiques. On disperse la phase réactionnelle sous forme de gouttes dans un fluide immiscible. 
La phase extérieure est choisie pour sceller ou maîtriser la composition des gouttes. On obtient ainsi 
autant de microréacteurs fermés et indépendants que de gouttes. La phase continue évite également 
que la phase réactionnelle entre en contact avec le matériau du dispositif dans lequel on peut faire 
circuler et mesurer les gouttes (Choi et al. 2012). 

En 1998, Tawfik et Griffiths avaient identifié et exploité les avantages de la compartimentalisation et 
la parallélisation de processus biologiques dans des gouttes d’émulsion (Tawfik et Griffiths 1998). 
Depuis 10 ans, les techniques de microfluidique pour fabriquer, manipuler et mesurer 
individuellement de grandes collections de gouttes se sont développées. Elles appartiennent à ce 
qu’on appelle la microfluidique digitale. Elles ont ouvert la voie à de nombreuses applications de plus 
en plus sophistiquées. Dans cette approche, le multiplexage ne nécessite plus d’efforts spécifiques. 
Une fois qu’un dispositif est conçu pour réaliser une opération élémentaire sur les gouttes, alors 
cette opération peut être réalisée avec ce seul dispositif sur autant de gouttes qu’on le souhaite. Il 
constitue un module qui peut être combiné avec d’autres (Kintses et al. 2010). Le nombre de 
réacteurs ne modifie pas la complexité du système. La vitesse de traitement des gouttes devient la 
seule limite. 

 

2.1.3 Millifluidique digitale 
 

Nous avons présenté les avantages de la microfluidique et de la microfluidique digitale. Cependant, 
cette technologie et la course à la miniaturisation impliquent certaines contraintes et limitations que 
nous cherchons à éviter. 

Les techniques de microfabrication utilisées pour la microfluidique sont efficaces pour le 
développement des dispositifs car le prototypage est rapide grâce aux techniques de lithographie 
utilisant des polymères réticulables (S. K. Tang et Whitesides 2009). Mais cette technique de 
fabrication reste relativement lourde pour une utilisation répétée, une fois la conception terminée. 
Or, les systèmes microfluidiques sont difficilement réutilisables, car ils sont difficiles à nettoyer. Les 
propriétés de surfaces sont très importantes, il faut donc absolument les régénérer et les canaux de 
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petites tailles sont susceptibles de s’obstruer. Par conséquent, chaque expérience nécessite le plus 
souvent une nouvelle microfabrication. Cette étape est contraignante pour un outil que nous 
souhaitons utiliser en routine (Becker et Gärtner 2000). 

Pour la culture de microorganismes, la réduction des volumes des bioréacteurs n’est pas sans 
conséquences. En premier lieu pour un système fermé, la quantité de milieu nutritif disponible limite 
la durée de l’expérience et le nombre de générations observables. Pour un chemostat ou un système 
perfusé, la durée de l’expérience n’est plus limitée par l’apport de nutriments, cependant la taille de 
la population observable est déterminée par le volume du réacteur. Le mode de croissance observé 
dans les microréacteurs peut alors être sensiblement différent de celui observé dans des volumes 
macroscopiques. Par exemple, le rapport surface-volume élevé dans ces environnements 
miniaturisés et l’agitation souvent faible favorisent le développement de biofilms. La pertinence ou la 
généralité des mesures réalisées en microfluidique doivent être évaluées avec précautions. Enfin, la 
manipulation de petits volumes est facilitée en microfluidique mais lorsqu’on veut extraire un 
échantillon en fin d’expérience, sa dilution inévitable et les risques de contamination rendent 
l’opération très difficile. 

L’aspect pratique d’une part, et la nécessité d’un volume suffisant d’autre part, ont conduit le 
laboratoire à développer, à partir de 2006, la millifluidique digitale. L’outil peut servir pour le 
phénotypage, des expériences d’évolution dirigée ou la détermination de concentrations minimales 
d’inhibition (CMI) sur différents microorganismes (Baraban et al. 2011). 

En millifluidique, les dimensions caractéristiques vont de la centaine de microns au millimètre. Les 
écoulements en millifuidique conservent en grande partie les mêmes particularités et avantages 
qu’en microfluidique. Le changement d’échelle augmente principalement les effets de la gravité et 
les temps caractéristiques de diffusion. Mais les techniques développées en microfluidique digitale 
sont entièrement transposables en millifluidique. On peut donc former et manipuler des gouttes de 
quelques centaines de nanolitres qui font jusqu’à 1mm de diamètre (Wilfried Engl et al. 2005). 

Il est possible de concevoir les dispositifs de millilfuidique avec la grande diversité de matériels 
développés et commercialisés pour la chromatographie liquide. La technologie est facilement 
adaptable puisque le dispositif peut être modifié simplement en vissant et dévissant les pièces 
utilisées (W. Engl et al. 2007). Chaque élément est remplaçable facilement et individuellement.  
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2.2 Le dispositif millifluidique pour le phénotypage 
 

La millifluidique digitale offre un moyen de générer et de manipuler efficacement un grand nombre 
de gouttes d’eau dans une phase porteuse non miscible (Figure 2-1). Ces gouttes d’eau peuvent 
constituer autant de réacteurs indépendants parallélisés (Funfak et al. 2009). Le laboratoire LCMD a 
donc développé un dispositif de millifluidique digitale pour le phénotypage et l’analyse des 
croissances bactériennes (Baraban et al. 2011). Le dispositif est modulaire (Figure 2-2). Il permet de 
créer une collection de bioréacteurs, dont on peut faire varier la composition. Les bioréacteurs sont 
ensuite chargés dans un module incubateur dans lequel ils sont analysées en continu (Figure 2-3). Il 
permet d’enregistrer la cinétique de croissance d’un millier de colonies simultanément. Le dispositif 
de mesure est détaillé séparément dans la partie suivante (2.3). Grâce à un troisième système 
autonome, nous pouvons adresser individuellement chaque goutte servant de bioréacteur vers un 
puits collecteur (Figure 2-2). 

Dans cette partie, nous présentons la technologie et la physico-chimie qui sont à la base du dispositif. 
Chaque paragraphe correspond à l’explication détaillée d’un module. Une grande part du savoir-faire 
associé à cette machine millifluidique a été développé avant le début de cette thèse. Un soin 
particulier a été apporté pour améliorer les points suivant : la préparation des gradients de 
composition (2.2.1.3), la thermalisation homogène pour l’incubation des gouttes, et les paramètres 
de la mesure optique (2.3). Enfin, au fil de cette thèse, deux dispositifs existants ont été utilisés et 
modifiés, et un troisième a été monté. 

  

Tuyau 
Polytétrafluoroéthylène 
(PTFE) 

Phase séparatrice 
Huile minérale 

Bioréacteur 
Milieu de culture 

Phase continue 
Huile fluorée  

Films de lubrification 

Figure 2-1 
Photographie de gouttes de milieu de culture préparées dans une huile fluorocarbure. Elles sont séparées par 
des gouttes d’huile minérales qui préviennent le rapprochement et la coalescence des bioréacteurs ainsi 
formés. Les gouttes sont observées dans le tuyau en polytétrafluoroéthylène dans lequel elles sont conservées 
jusqu’à la fin de l’expérience. 
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Formation des bioréacteurs 

milieu de culture 

porteur 

séparateur x 
y 

Tri 

platine automatisée xy 

Incubation et mesure 

mesure 

Figure 2-2 
Schéma représentant les trois modules millifluidiques utilisés : à gauche le dispositif pour générer les gouttes 
qui constituent les bioréacteurs, au centre le module d’incubation et de mesure, à droite le système pour trier 
les gouttes en fin d’expérience. Les modules sont facilement associés en connectant les extrémités de tuyaux 
marqués par un point. 

37 °C 

Réservoirs 

Mesure 
optique 

Électrovannes 

Circulation des 
gouttes 

Figure 2-3 
Photographie du montage expérimental. En haut à gauche, une enceinte est thermalisée à 37°C pour 
l’incubation des gouttes. En bas à gauche, les réservoirs et les électrovannes permettent le déplacement 
contrôlé des gouttes dans le tuyau. À droite, le dispositif optique devant lequel les gouttes défilent pour la 
mesure. 
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2.2.1 Fabrication des micro-bioréacteurs 

2.2.1.1 Formation de gouttes 
La première étape consiste à former les 
bioréacteurs. L’hydrodynamique de la formation de 
gouttes en microfluidique a été largement étudiée et 
décrite depuis 10 ans (Baroud, Gallaire, et Dangla 
2010). Dans le dispositif millifluidique, les gouttes 
d’eau sont dispersées dans la phase porteuse selon 
un procédé assimilable à celui d’une jonction en 
« T ». Au point de rencontre, la direction du flux du 
fluide dispersé est orthogonale à celle du flux de 
phase continue. (Figure 2-4) 

Le cas de l’émulsification dans une jonction de flux 
de deux fluides immiscibles a été décrit en détail par 
De Menech et Garstecki (De Menech et al. 2008). La 
dynamique observée dépend du nombre capillaire, 
Ca, nombre sans dimension qui rend compte de la 
compétition entre les forces de cisaillement et les 
forces de tension de surface. La tension de surface, 
𝛾, correspond à l’énergie qu’il est nécessaire de 
fournir pour créer une unité de surface entre deux 
phases immiscibles. Le nombre capillaire est définit 
comme le rapport entre le produit de la vitesse, 𝑣, 
par le viscosité dynamique, 𝜇, et la tension de 
surface 𝛾. 

 

𝐶𝑎 =
𝑣 𝜇
𝛾

 

Pour la formation des bioréacteurs en millifluidique 
nous pouvons estimer le nombre capillaire à 10-4. 
Lorsque Ca est petit, inférieur à 10-2, le cisaillement 
appliqué par la phase continue sur la phase 
dispersée au point de rencontre n’est pas suffisant 
pour vaincre la tension de surface. Autrement dit, le 
travail des forces de cisaillement ne suffit pas à créer 
la surface supplémentaire nécessaire pour former 
une goutte ou un jet. Par conséquent, la phase 
dispersée s’accumule et envahit progressivement le canal de sortie. La section disponible pour 
l’écoulement de la phase continue diminue. La résistance à l’écoulement de la phase continue 
augmente et la pression en amont de la jonction augmente en conséquence. Sous l’effet de cette 
pression, le goulot, qui relie le flux entrant de phase dispersée au volume qui obstrue le canal, 

𝑣 

𝛾 

sortie amont 

𝑃 
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Rupture 
du 

goulot 

Goutte 
formée 

Figure 2-4 
Chronophotographie schématique de la formation 
d’une goutte dans la jonction « T ». Le régime de 
génération de goutte représenté est déterminé 
par le nombre capillaire 𝐶𝑎 qui dépend de la 
tension de surface 𝛾 entre la phase continue et la 
phase dispersée, de la vitesse, et de la viscosité 
dynamique de la phase continue. L’augmentation 
de la pression 𝑃 en amont de la jonction 
provoque la rupture de la goutte qui est entraînée 
vers la sortie. 
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devient de plus en plus étroit. Ce goulot finit par se déstabiliser et une goutte est formée. Pendant 
qu’une autre goutte se forme la goutte formée avance dans le canal, poussée par la phase continue. 

2.2.1.2 Physico-chimie et choix des matériaux 
En microfluidique digitale, le choix de la phase continue doit permettre de limiter au maximum les 
fuites de molécules hors de la phase dispersée. Les huiles fluorocarbures ou les huiles silicones sont 
donc souvent utilisées car généralement les composés hydrophiles et les composés hydrophobes y 
sont peu solubles (Chu, Yu, et Curran 2007). Nous utilisons l’huile NovecTM 7500 commercialisée par 
3MTM, dont la formule est représentée Figure 2-5 

Nous souhaitons utiliser la phase dispersée comme bioréacteur. Il s’agit donc d’une phase aqueuse. 
Différents milieux de cultures bactériennes ont été utilisés. Le plus souvent nous utilisons le milieu 
Lisogeny Broth (LB). 

Pour limiter les risques de contamination, il faut éviter les contacts entre la phase aqueuse et, les 
tuyaux et les jonctions. Le matériau de ces derniers doit donc être en permanence recouvert par la 
phase continue. Il faut que le matériau ait une plus grande affinité pour l’huile fluorée NovecTM 7500. 
L’énergie de surface entre le milieu de culture et le tube doit être supérieure à celle entre la phase 
continue et le tube. Pour éviter tout contact, il faudrait que l’énergie de surface entre le tuyau et 
l’eau soit supérieure à la somme des deux énergies de surfaces impliquant la phase continue. On 
choisit donc les tubes et les connectiques en polytétrafluoroéhtylène (PTFE) qui sont commercialisés 
par un frabriquant. La tension de surface entre les deux phases fluorées (solide et liquide) est très 
faible ce qui favorise le mouillage de la surface des tuyaux par la phase continue. Le volume des 
gouttes en millifluidique rend l’effet de la gravité non négligeable comparé aux tensions de surface. 
Si le système est statique, la gravité est responsable de la création d’un contact croissant entre l’eau 
et le tube. Cependant, les gouttes sont constamment en mouvement. Cette circulation assure 
l’entretien d’un film de lubrification qui évite tout contact entre le bioréacteur et le tuyau. 

Lors de la circulation prolongée du train de bioréacteurs, la distance entre chaque goutte n’est pas 
constante car la variabilité, même faible, sur le volume des gouttes entraîne des différences de 
vitesses. La diminution de la distance entre gouttes successives nuit à la stabilité et elle limiterait la 
durée des expériences. Si deux gouttes sont en contact, il devient difficile de les discerner lors de la 
détection et de la mesure des bioréacteurs et surtout elles finissent par fusionner. Étant donnée la 
taille des gouttes, pour éviter la fusion des gouttes, aussi appelée coalescence, l’utilisation de tensio-

Formule de l’huile fluorée NovecTM 7500 

Formule du tensio-actif PFPE-PEG-PFPE 

Figure 2-5  
Formule de la phase continue et du tensio-actif utilisés. 
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actif ne suffit pas. Une autre solution technique a été utilisée. Une troisième phase fluide non 
miscible est ajoutée dans le système, elle est appelée phase séparatrice. Elle est également dispersée 
en gouttes ou bulles qui sont intercalées entre chaque bioréacteur et jouent le rôle de séparateurs. 
Immiscible avec l’eau et l’huile fluorée elle empêche tout contact entre deux gouttes d’eau. Dans le 
cadre de cette thèse nous avons exclusivement utilisé une huile minérale comme phase séparatrice 
(Sigma M5904). 

Paradoxalement, l’utilisation de cette huile minérale comme phase séparatrice impose l’ajout d’un 
tensio-actif dans la phase continue. En effet la tension de surface mesurée entre la phase continue et 
la phase séparatrice est très faible, 4 mN.m-1. Les tensions de surface sans tensio-actif, du milieu LB 
avec l’huile minérale et l’huile fluorée sont comparables, et proches de 25 mN.m-1. Par conséquent, 
on observe une importante surface de contact entre l’huile minérale la phase aqueuse. Cela peut 
même conduire à une émulsion double, eau dans huile minérale dans huile fluorée, la phase 
séparatrice ne joue alors plus son rôle. En ajoutant un surfactant dans la phase fluorée, on abaisse 
l’énergie de surface entre la phase continue et les bioréacteurs, 15 mN.m-1, ce qui favorise l’interface 
eau-huile fluorée et réduit la création d’interface eau-huile minérale. Le surfactant utilisé est un 
polymère « triblock » alliant du polyéthylène glycol (PEG) pour la partie hydrophile et du 
polyperfluoropropylene glycol (PFPE) pour les deux parties « fluorophiles ». Ce tensio-actif PFPE-PEG-
PFPE a été développé par RaindanceTM Technologies pour ses applications en microlfuidique digitale 
utilisant une phase continue fluorée (Holtze et al. 2008). 
La formation des gouttes a été décrite dans le paragraphe précédent pour un système diphasique. 
L’alternance de gouttes dans le système à trois phases que nous venons de décrire s’obtient 
simplement en plaçant face à face les arrivées des deux phases dispersées qui sont toujours 
orthogonales à la phase continue. Il y a donc deux « jonction T » face à face. L’hydrodynamique de 
formation des gouttes est similaire mais les régimes de fonctionnement d’un tel dispositif n’a pas été 
étudiée de manière exhaustive (Wang et al. 2013). Ce dispositif pour la formation de gouttes 
alternées a cependant été utilisé pour d’autres applications (S. K. Y. Tang et al. 2009).  

Figure 2-6 
Photographie du dispositif de génération de gouttes. La phase aqueuse, colorée en jaune, arrive du haut de 
l’image. La phase continue, l’huile fluorée NovecTM 7500, est transparente et arrive de la gauche. Enfin, en bleu,  
l’huile minérale, qui assure la séparation des bioréacteurs, arrive par le bas de l’image. 
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2.2.1.3 Gradients de composition 
Nous avons vu comment préparer un grand nombre (103) de bioréacteurs équivalents. Il est 
également très intéressant de pouvoir faire varier de manière maîtrisée la composition de ses 
bioréacteurs. Pour cela, on fait varier la composition de la phase aqueuse au cours du temps lors de 
la préparation des gouttes (Cao et al. 2012).  

En amont de la jonction utilisée pour la formation des gouttes, les différentes composantes 
souhaitées pour la phase acqueuses sont mélangées. On maîtrise les concentrations finales en 
modifiant les débits respectifs et en maintenant le débit total de phase aqueuse constant. (Figure 
2-7) 

La réponse du système est en premier lieu limitée par la dispersion de Taylor-Aris (Taylor 1953). Le 
profil des vitesses dans l’écoulement tend à accélérer la diffusion effective dans la direction de 
l’écoulement (Figure 2-8). Le coefficient de diffusion effectif 𝐷𝑒𝑓𝑓 dans un tube cylindrique simple 
s’exprime sous la forme : 

𝐷𝑒𝑓𝑓 = 𝐷 �1 + 𝛼. �
∅𝑣
𝐷
�
2

� 

𝐷 le coefficient de diffusion, ∅ le diamètre de l’écoulement, 
𝑣 la vitesse de l’écoulement, 𝛼 un coefficent numérique 
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Figure 2-7 
Schéma (à gauche) et photographie (à droite) d’un dispositif de génération de gouttes pour faire varier la 
composition de la phase aqueuse. Dans la collection de gouttes à droite de la photo nous avons fait varier les 
débits respectifs d’une solution rouge et d’une solution jaune. Les gouttes d’huile minérale sont colorées en 
bleu. 
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Cette diffusion effective est responsable de la déformation des profils de concentration que nous 
cherchons à préparer. Comment réduire cette diffusion ? Il faut réduire le volume de dispersion  dans 
lequel les composés peuvent diffuser avant la formation des gouttes. Avec 𝑆 la section du tuyau, 𝑡 le 
temps de parcours entre le point de mélange des phase acqueuses et la formation des gouttes on 
peut estimer le volume caractéristique de dispersion 𝑉𝑑𝑖𝑓. 

𝑉𝑑𝑖𝑓 = 𝑆.�𝐷𝑒𝑓𝑓. 𝑡 

En exprimant ce volume en fonction des paramètres expérimentaux pertinents, le débit de la phase 
aqueuse 𝑄, la section du tuyau 𝑆 et sa longueur 𝐿, on trouve que 𝑉𝑑𝑖𝑓 dépend principalement de la 
section de la connexion et de sa longueur. Le débit 𝑄 est imposé indépendamment pour la formation 
des gouttes en aval du mélange. 

𝑉𝑑𝑖𝑓 = 𝑆.√𝐿.�
𝐷𝑆
𝑄

+ 𝛼′
𝑄
𝐷

. 

Concrètement, plus le volume du tuyau entre le mélange des phases aqueuses et la génération des 
gouttes est faible, plus le nombre de gouttes nécessaire pour un changement de composition est 
petit. 

  

Profil initial Diffusion simple Dispersion de Taylor-Aris 

Figure 2-8 
Schémas représentant l’effet de la diffusion sur un profil de concentration. À gauche le profil initiallement 
préparé, au centre l’effet de la diffusion dans le cas statique, et à droite l’effet du profil de vitesse (dessus) puis 
la diffusion effective qui en résulte (dessous). 
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2.2.2 Incubation et manipulation du train de gouttes 
Les gouttes formées sont chargées dans le module d’incubation et de mesure. Ce module va 
permettre de stocker les gouttes en préservant leur intégrité et de mesurer chaque bioréacteur 
toutes les 10 minutes. Pour maîtriser les conditions de culture, il est placé dans une enceinte 
thermalisée. 

Nous avons discuté l’intérêt du déplacement 
des gouttes pour maintenir la lubrification. Ce 
flux assure également le mélange à l’intérieur 
de chaque bioréacteur en raison des 
recirculations induites pas la différence de 
vitesse entre la goutte et la phase continue 
(Figure 2-9). Ce mélange est équivalent dans 
toutes les gouttes et assure des conditions homogènes dans le petit volume du bioréacteur. Pendant 
l’incubation les gouttes vont donc être maintenues en mouvement. 

Afin de combiner mesures périodiques de tous les bioréacteurs et mouvement sans fin, la collection 
de gouttes fait des allers-retours devant le système de mesure. Ce dernier est donc placé au milieu 
d’un long tuyau de telle sorte que tous les bioréacteurs soient dans une moitié du tuyau, puis tous 
dans l’autre moitié. Entre temps, ils sont tous passés devant le détecteur. 

Le mouvement des gouttes est obtenu en appliquant une différence de pression aux extrémités du 
tuyau dans un sens puis dans l’autre. Chaque extrémité du tuyau est plongée dans son réservoir 
d’huile fluorée dont la pression est contrôlée (Figure 2-10). Pour maintenir une vitesse constante, la 
pression est ajustée grâce à un manostat commandé par le programme de pilotage (Labview®) en 
fonction du débit mesuré dans le tuyau. 

Pour assurer l’intégrité du train nous maintenons les gouttes dans un tuyau. Elles sont donc sur une 
seule ligne. Leur arrangement à une dimension est immuable. Ainsi chaque goutte est définitivement 
identifiée par sa position dans la séquence. 

  

Figure 2-10 
Schéma du dispositif pour l’incubation des bioréacteurs. Les deux réservoirs A1 et A2 sont remplis de l’huile 
fluorée utilisée comme phase continue ou fluide porteur. (Schéma réalisé par Yuxing Wang) 

Figure 2-9 
Recirculation dans les gouttes (Baroud et al., 2010) 
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2.2.3 Tri et distribution des gouttes 
Avec la fabrication des bioréacteurs et le dispositif de mesure et d’incubation, nous avons constitué 
un outil d’analyse. Nous pouvons, en effet, réaliser le phénotypage d’une population au sens où l’on 
mesure dans l’ensemble des gouttes un caractère de cette population. L’outil ne permet que 
l’analyse. Mais avec le troisième module, qui permet de trier les gouttes et de récupérer le contenu 
de chaque bioréacteur individuellement, il devient possible d’extraire le matériel biologique qui 
présente une signature intéressante lors du phénotypage. 

Chaque goutte analysée est identifiée par sa position dans la séquence. Le module permet d’éliminer 
les gouttes sans intérêt et d’adresser les autres vers les puits d’une microplaque. 

Le tri se fait goutte à goutte suivant la séquence. C'est-à-dire que la file de gouttes est envoyée vers 
le dispositif de distribution, puis les gouttes sont triées et délivrées une à une. Les gouttes sont 
poussées vers l’extrémité du tuyau. Cette sortie du tuyau se trouve au-dessus de la microplaque ou 
d’une poubelle et peut être déplacée grâce à un système de déplacement relatif motorisé X Y piloté 

Figure 2-11 
Schéma du dispositif de tri et photographie de sa réalisation. (Réalisation et photographie Yuxing 
Wang et Jairo Garnica-Rodriguez. 
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par un programme Labview®. Les gouttes sortent donc du tuyau une par une dans la position choisie. 
Un détecteur placé à l’extrémité du tube permet de piloter le déplacement robotisé de la sortie et le 
flux de gouttes en réponse au passage des gouttes. Toutes les gouttes passent devant le détecteur, 
leur position dans la séquence est donc identifiée et elles peuvent être adressées suivant leur 
identité. Pour délivrer une seule goutte à la fois, la vitesse de déplacement du robot et le délai 
d’arrêt du flux de goutte imposent une distance suffisante entre chaque goutte. Le train de gouttes 
est donc d’abord dilué en injectant un flux de phase continue. On augmente ainsi la distance entre 
les gouttes de deux millimètres à une dizaine de centimètres. 
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2.3 Mesure dans les bioréacteurs 
Le dispositif de phénotypage millifluidique permet donc de préparer, d’incuber et mesurer 1000 
réacteurs en parallèle. Il est aussi possible de trier et récupérer certains réacteurs en fin 
d’expérience. Le dispositif de mesure est très facilement adaptable en fonction de l’application 
souhaitée sans modifier le principe général décrit dans le paragraphe précédent. Dans la partie qui 
suit nous décrivons la mesure mise en œuvre pour notre étude sur E. coli. 

 

2.3.1 La bactérie MC4100 YFP 
Nous avons utilisé une souche de l’espèce E. coli qui est fluorescente. Elle a été construite par 
Hegreness pour étudier l’apparition de mutations bénéfiques. Dans son expréience deux couleurs de 
fluorescences différentes sont co-cultivées. L’apparition d’une mutation procurant un avantage à 
l’une des deux populations est révélée par un déséquilibre sur le rapport des deux fluorescences 
(Hegreness 2006). 

Le fond génétique utilisé est une souche MC4100. Elle est largement utilisée en laboratoire. La 
souche BW2952 dérivée de MC4100 a été séquencée 
intégralement (T. Ferenci et al. 2009). La souche est 
résistante à la streptomycine. MC4100 est aussi un mutant 
nul pour l’opéron lactose (Peters, Thate, et Craig 2003).  

La construction de Hegreness profite de l’absence d’opéron 
lactose fonctionnel. En effet, le gène YFP qui code pour une 
protéine fluorescente a été placé par construction génétique 
sous le contrôle d’un promoteur appartenant à l’opéron 
lactose. En l’absence d’opéron lactose, comme chez MC4100, 
le promoteur est très peu régulé et l’expression du gène est 
constitutive, c'est-à-dire permanente et quasi constante. Le 
gène yfp est inséré au chromosome de la souche MC4100 
avec un gène de résistance à l’ampicilline ampR placé sous la 
régulation du même promoteur. Ces deux gènes insérés sont 
issus d’un plasmide de Lutz et Bujard (1997). 

La protéine fluorescente YFP est dérivée de la protéine fluorescente verte (GFP). La GFP a été 
identifiée au début des années 60 par Osamu Shimomura chez une méduse (Shimomura, Johnson, et 
Saiga 1962). Martin Chalfie est le premier à exploiter ce gène pour l’étude de cellules bactériennes 
(Chalfie et al. 1994). Enfin Roger Y. Tsien a développé des allèles de la GFP aux propriétés de 
fluorescence différentes dont fait partie YFP (Tsien 1998). Tous les trois ont reçu conjointement le 
Prix Nobel de Chimie 2008 pour leurs travaux. 

Les autres souches utilisées dans le cadre de cette thèse ont été modifiées par Christophe Beloin à 
partir de la souche MC4100 YFP AmpR présentée ci-dessus (Da Re et al. 2007). 

  

2µm 

Figure 2-12 
Bactéries MC4100 YFP, microscopie de 
fluorescence (100x) 
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2.3.2 Mesure de fluorescence 
La souche que nous utilisons exprime une fluorescence constitutive. Pour suivre la croissance des 
bactéries dans les bioréacteurs nous utilisons donc une mesure de fluorescence. La protéine YFP 
présente un pic d’excitation à la longueur d’onde de 515 nm et son émission maximum se situe à 530 
nm (Figure 2-13). La source d’excitation est une diode électro luminescente (LED) dont le maximum 
d’émission est à 505 nm (Thorlab® M505L3). On sélectionne l’excitation avec un filtre centré à 497 
nm (Thorlab® MF497-16) et de largeur 16nm. Le miroir dichroïque utilisé coupe à 515nm (Thorlab® 
MD515) et enfin le filtre d’émission transmet entre 525 et 545 nm (Thorlab® MF535-22). L’émission 
collectée est  mesurée avec un photomultiplicateur (Hamamatsu H10722-01). 

Des méthodes plus générales pour mesurer la biomasse, basées sur la diffusion de lumière et 
l’analyse d’image, sont développées pour une application plus générale du dispositif. Elles n’ont pas 
encore atteint les mêmes niveaux de performance. 

  

Dichroic 515 nm 

PMT 

LED 
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Objective 
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490-505 nm 

525-545 nm 

Figure 2-13 
En haut, le spectre d’émission de la source LED utilisée et les spectres d’excitation et d’émission de la protéine 
fluorescente YFP, sont représentés avec les bandes passantes des deux filtres et la longueur d’onde seuil du 
miroir semi-réfléchissant. 
En bas, schéma du dispositif de mesure de la fluorescence dans les gouttes (PMT : photmultiplicateur, LED : 
diode électroluminescente). 
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2.3.3 Acquisition du signal de fluorescence 
Le signal du PMT est enregistré en continue sur l’ordinateur grâce à une carte d’acquisition National 
InstrumentTM. Les gouttes sont détectées grâce à leur signal de fluorescence. L’inoculum est 
généralement inférieur au seuil de détection de notre dispositif de mesure. Afin de compter les 
gouttes à chaque passage tout au long de l’expérience et ainsi conserver leur identité, on s’assure 
que chaque goutte soit fluorescente. L’autofluorescence du milieu Lisogeny Broth (LB) est 
généralement suffisante, sinon 5nM d’Isocyanate de Fluorescéine sont ajoutés à la phase aqueuse. 

La zone d’excitation est plus petite que la goutte. Le passage d’une goutte se traduit donc par une 
augmentation temporaire du signal de fluorescence (Figure 2-14). 

L’analyse du signal a posteriori permet d’extraire, pour chaque goutte, à chaque passage, une 
mesure de fluorescence. On peut alors reconstituer, pour chaque goutte, l’évolution temporelle du 
niveau de fluorescence. L’échantillonnage dépend de la fréquence des allers-retours de la file de 
bioréacteurs. 

 

Le résultat d’une expérience avec ce dispositif est donc un ensemble de courbes de fluorescence en 
fonction du temps. Chaque courbe décrit la variation de la fluorescence, sur toute la durée de 
l’expérience, pour une goutte identifiée par sa position dans la file. La fluorescence est due à 
l’expression stable d’une protéine fluorescente dans chaque bactérie. Elle serait sensible à une 
altération de l’expression de la fluorescence (voir fin 2.4.3), mais  en première approximation, elle 
rend compte de l’évolution de la quantité de bactéries dans la goutte. La quantité de bactéries 
dépend du nombre et de la taille des bactéries. Cette courbe de fluorescence, ou de nombre de 
bactéries, est notre lecture phénotypique. Il s’agit du caractère que nous mesurons. 

  

Figure 2-14 
Signal du photomultiplicateur (PMT) acquis lors du passage de trois gouttes avec un échantillonnage à 210 Hz. 
Les images illustrent le défilement des gouttes vers la gauche et le champ d’excitation, avant, pendant et après 
le passage d’une goutte. 



2.4   Analyse des données 

59 

2.4 Analyse des données 
Pour interpréter la mesure phénotypique permise par le dispositif, il faut évaluer si la mesure et les 
conditions dans les gouttes sont comparables aux méthodes classiques. Par ailleurs, pour réaliser le 
phénotypage d’une population avec cette mesure, il faut mesurer le caractère, la courbe de 
croissance, pour des bactéries uniques. La manière dont les bactéries se distribuent dans les gouttes 
dépend de la densité de bactérie utilisée. Pour obtenir une distribution adaptée au phénotypage 
dans les gouttes, nous verrons que l’échantillon doit donc être ajusté à la bonne densité de bactéries. 
Enfin, les courbes de croissance constituent notre lecture de phénotype, nous pouvons aussi en 
extraire des paramètres pertinents et analyser la précision et la « résolution phénotypique » 
accessible sur ces paramètres. 

2.4.1 Conditions de culture, calibration et seuil de détection 
Nous souhaitons évaluer d’une part la mesure, et d’autre part les conditions de croissance en 
gouttes. Une culture macroscopique sous agitation, d’un volume total de 5mL, est suivie en mesurant 
la fluorescence dans des gouttes préparées au moment de la mesure. La densité de cellules initiale 
pour la culture macroscopique correspond à celle préparée pour la croissance en goutte. La 
dynamique de croissance est équivalente à celle observée pour les croissances dans les gouttes. Cela 
indique que les conditions de croissance lors de l’incubation en gouttes ne sont pas très différentes 
de celles dans une culture macroscopique usuelle (Figure 2-15). 

La mesure de fluorescence en gouttes est étalonnée vis-à-vis de la méthode plus classique de 
turbidimétrie à 600nm appliquée à la même culture macroscopique (Figure 2-15). Les deux mesures 
sont linéairement reliées même jusqu’à des valeurs élevée de turbidité. La mesure de densité 
optique maximum de 4,6 est obtenue avec une dilution par dix pour rester dans le domaine de 
linéarité du spectromètre. La mesure de fluorescence en gouttes est peu altérée par cette turbidité 
car les trajets optique dans les gouttes sont très court (<250µm). Il s’agit ici d’un autre atout de la 
miniaturisation.  

Figure 2-15 
Comparaison de la courbe de croissance d’une culture macroscopique (triangles et carrés) et d’une culture en 
gouttes (ligne). Calibration de mesures de fluorescence en gouttes (triangles) vis-à-vis d’une mesure classique 
de turbidimétrie à 600nm (carrés). Les courbes sont normalisées par leur valeur maximale. 
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Pour les données normalisées par le signal de saturation, le seuil de détection, définit à 3σ, est de 
0,02. Cela correspond à environ 2.103 bactéries par goutte de 100nL en estimant qu’en phase 
stationnaire la densité est de 109 bactéries par millilitre. 

2.4.2 Encapsulation et inoculum 

2.4.2.1 Encapsulation simple 
Lorsqu’on prépare une solution aqueuse contenant une molécule d’intérêt A, à une concentration 
donnée CA, cette concentration est considérée homogène et continue dans le volume. Si on 
segmente la solution en petits volumes, pour faire des gouttes par exemple, chaque petit volume 
aura la même concentration égale à CA. Ce raisonnement est tout à fait valable mais il s’agit d’une 
approximation. Cette approximation n’est plus suffisante lorsque nous voulons préparer des 
bioréacteurs contenant un nombre connu de cellules.  

Si on prélève un petit volume 𝑣 d’une solution de concentration 𝐶 le nombre 𝑋 de molécules qu’il 
contient suit une loi binomiale. En effet, on considère que les molécules sont réparties de manière 
uniforme dans le volume total 𝑉 et que la probabilité qu’une des 𝐶.𝑉 molécules se trouve dans le 
petit volume 𝑣 considéré est 𝑣

𝑉
. Les paramètres de la loi binomiale sont : 𝐶.𝑉 , le nombre de tirages, 

et 𝑣
𝑉

 la probabilité d’un succès. La probabilité qu’il y ait 𝑘 molécules dans 𝑣 s’écrit : 

𝐵𝑖𝑛 �𝐶𝑉,
𝑣
𝑉

 ;  𝑋 = 𝑘� =  ∁𝐶𝑉𝑘 . �
𝑣
𝑉
�
𝑘

. �1 −
𝑣
𝑉
�
𝐶𝑉−𝑘

 

Chacune des 𝐶.𝑉 molécules est dans le volume 𝑣 avec une probabilité �𝑣
𝑉
�, ou en dehors avec une 

probabilité �1 − 𝑣
𝑉
�. L’espérance est égale à 𝐶𝑣, et la concentration moyenne attendue est bien 𝐶. 

La variance est égale à 𝐶𝑣. (1 − 𝑝), et l’écart relatif sur la concentration est égal à 
�𝐶𝑣�1−𝑣

𝑉�

𝐶𝑣
~ 1
√𝐶𝑣

 

Le nombre de molécules espérées dans le petit volume 𝑣 reste très grand et l’écart relatif sur la 
concentration obtenue est très faible. À titre d’exemple, on peut considérer la préparation de 
gouttes de 100 nL à partir d’une solution d’Isothiocyanate de fluorescéine (FITC) à 20 µg/L, soit 5.10-8 
mol.L-1. L’écart relatif sur la concentration dans une goutte de 100 nL est alors de 2.10-5. Ce faible 
écart relatif s’explique car ici 𝐶𝑣 est égal à trois milliard de molécules. De ce résultat nous pouvons 
déduire que la variabilité sur la concentration d’une molécule est négligeable. Nous pourrons ainsi 
estimer le bruit dû à la méthode de mesure dans notre dispositif de phénotypage pa une mesure sur 
sur une solution de FITC. 

Le nombre de molécules est très grand. Mais lorsqu’on cherche volontairement un petit nombre de 
bactéries par goutte, la variabilité devient significative (Figure 2-16). Si le nombre moyen par goutte 

est 𝑛, l’écart type est �𝑛. �1 − 𝑣
𝑉
�~√𝑛.  

La loi binomiale converge vers la loi de Poisson lorsque le nombre de tirages 𝑁 tendvers l’infini et 
que la probabilité de succès 𝑝 tend vers zéro, tels que 𝑁𝑝 converge vers un nombre positif. La loi de 
Poisson est plus facile à calculer. Elle est donc très souvent utilisée pour décrire l’encapsulation d’un 
petit nombre d’objets avec le paramètre 𝜆 égal à 𝐶𝑣 (Najah, Griffiths, et Ryckelynck 2011). 

𝑃𝑜𝑖𝑠(𝜆 ;𝑋 = 𝑘) =  
𝜆𝑘. 𝑒−𝜆

𝑘!
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Plus 𝜆 est petit, plus le nombre de gouttes non inoculées est grand. Pour 𝜆=3, la collection de gouttes 
formées contient encore 5% de gouttes vides. 

𝑃𝑜𝑖𝑠(𝜆 ;𝑋 = 0) =  𝑒−𝜆 

La présence de gouttes vides permet a posteriori d’estimer le paramètre 𝜆, nombre moyen de 
bactéries par goutte, d’après la loi de Poisson. Avec ce paramètre, il est possible de calculer la 
distribution des inocula dans les gouttes (Figure 2-16). 

Lors de la préparation des gouttes, la densité moyenne de bactéries est conservée. Le paramètre 𝜆, 
nombre de bactéries par goutte, est donc égal à la densité de bactéries dans la solution utilisée pour 
les bioréacteurs. On peut donc ajuster le paramètre de la distribution des bactéries dans les gouttes. 

Dans le but d’analyser le phénotype d’un grand nombre de cellules uniques nous devons trouver un 
compromis sur ce paramètre 𝜆. En effet, pour assurer l’encapsulation de cellules uniques, et avoir 
une probabilité de co-encapsulation négligeable, il faudrait que le paramètre 𝜆 soit inférieur à 0,1. 
Mais dans ces conditions, 90% des gouttes préparées et analysées ne contiennent pas de bactérie. 
L’échantillon de bactéries mesurées est alors petit. Pour nos expériences, nous avons choisi 
d’augmenter la densité de bactéries pour analyser le plus grand nombre de bactéries possible lors du 
phénotypage. L’augmentation du nombre de cas d’encapsulation multiple peut rendre difficile 
l’interprétation des résultats en créant des phénotypes mixtes. Pour déterminer la limite haute pour 
le paramètre 𝜆, nous devons considérer l’effet sur une lecture de phénotype de la co-encapsulation 
de plusieurs bactéries de phénotypes différents. 

2.4.2.2 Co-encapsulation 
Nous souhaitons analyser la diversité phénotypique au sein de populations de bactéries. Par 
conséquent, nous supposons que plusieurs phénotypes sont présents lors de la formation des 
bioréacteurs et qu’ils peuvent être co-encapsulés. 

Les probabilités d’encapsulation et de co-encapsulation découlent de la loi de poisson. Pour garder 
une taille d’échantillon de bactéries analysées la plus grande possible, on travaille avec des densités 
de bactéries conduisant à un paramètre 𝜆 compris entre 0,2 et 1. Dans ces conditions, les cas de co-
encapsulation ne sont pas négligeables et doivent être envisagés. Le cas de deux phénotypes 
distincts permet d’illustrer les conséquences sur le phénotypage. On considère deux phénotypes, 1 
et 2, dont les fractions dans la population sont 𝑓1 et 𝑓2 = 1 − 𝑓1. Nous supposons une mesure du 
rendement de croissance, c'est-à-dire de la biomasse maximale qui peut être formée dans le milieu 
utilisé. Le rendement de croissance du phénotype 2 est deux fois supérieur à celui du phénotype 1. 
Ils sont encapsulés avec un nombre moyen de bactéries par goutte 𝜆. La probabilité d’avoir 𝑛1 et 𝑛2 
bactéries des phénotypes 1 et 2 dans une goutte s’écrit : 

𝑃(𝑛1,𝑛2) = 𝑃𝑜𝑖𝑠(𝜆 ;  𝑋 = 𝑛1 + 𝑛2) × 𝐵𝑖𝑛(𝑛1 + 𝑛2 ,𝑓1;𝑋 =  𝑛1) 

𝑃(𝑛1,𝑛2) =
 𝜆𝑛1+𝑛2 . 𝑒−𝜆

(𝑛1 + 𝑛2)!
×

(𝑛1 + 𝑛2)!
𝑛1!𝑛2!

(𝑓1)𝑛1 . (1 − 𝑓1)𝑛2 

𝑃(𝑛1,𝑛2) =
 𝜆𝑛1+𝑛2 . 𝑒−𝜆

𝑛1!𝑛2!
(𝑓1)𝑛1 . (1 − 𝑓1)𝑛2 
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Figure 2-16 
Représentation de l’encapsulation de bactéries en gouttes selon la loi de Poisson. 
A : exemple d’encapsulation en microfluidique, seules 30 gouttes sont occupées par au moins une bactérie 
dont la fluorescence est visible en jaune sur l’image, on estime 𝜆, le paramètre de la loi de Poisson, à 0,35. 
(méthode expérimentale d’après Boitard, 2012) 
B : distribution de probabilités sur la taille de l’inoculum pour différente valeur de 𝜆, le nombre moyen de 
cellules par goutte. C : Distribution de probabilité sur le rendement de croissance des inocula possible dans le 
cas de la co-encapsulation de deux phénotypes de bactéries pour 𝜆 = 1. Le phénotype 1 a un rendement de 1 
et représente 20% de la population. Le phénotype 2 a un rendement de 2 et représente 80% de la population. 
En gris, les rendements nuls correspondent aux gouttes vides ; en bleu, les gouttes, dont le rendement est 2, 
contiennent exclusivement le phénotype 2 ; en rouge, les gouttes contenant au moins un individu du 
phénotype 1, on un rendement supérieur ou égal à 1 mais inférieur à 2. (voir le texte pour le calcul des 
rendements) 
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La Figure 2-16 montre la distribution des observations de rendement qui dépendent du nombre de 
phénotypes 1 et phénotypes 2 encapsulés dans la goutte. Le rendement de chaque goutte est 
déterminé linéairement par la composition de son inoculum. C'est-à-dire que les deux phénotypes 
n’interagissent pas et contribuent au rendement final à proportion de leur représentation initiale. On 
distingue trois situations à forte probabilité : les gouttes ne contenant que le phénotype 1, qui ont un 
rendement de 1, celles ne contenant que le phénotype 2, qui ont un rendement de 2, et les gouttes 
vides, qui ont un rendement nul. Il reste les cas de co-encapsulations hétérogènes dont le rendement 
est compris entre 1 et 2. 

Dans notre démarche d’analyse de populations, nous souhaitons évaluer les fréquences des 
différents phénotypes à partir de la distribution d’encapsulation. Deux cas particuliers permettent 
cette évaluation. D’une part, le cas des gouttes qui contiennent au moins un représentant d’un 
phénotype : 

𝑃(𝑛1  ≠ 0) =  1 − 𝑃𝑜𝑖𝑠(𝑓1.𝜆 ;𝑋 = 0) = 1 − 𝑒−𝑓1.𝜆  

D’autre part le cas des gouttes qui contiennent exclusivement un phénotype donné : 
𝑃(𝑛1 ≠ 0,𝑛2 = 0) = 𝑒−𝑓2.𝜆 − 𝑒−𝜆  

On peut identifier les classes correspondant à ces cas simples d’après l’observation comme pour le 
cas théorique de la Figure 2-16. Les classes rouges contiennent au moins un individu du phénotype 1, 
et la classe bleu contient exclusivement le phénotype 2. On peut ainsi estimer les probabilités de ces 
cas particuliers et en appliquant les formules, on en déduit l’estimation des fréquences 𝑓1 et 𝑓2. 

En conséquence, la co-encasulation ne nous empêche pas d’analyser la composition phénotypique 
des populations. Cela nous permet de travailler avec des valeurs de paramètre 𝜆 allant jusqu’à 2, ce 
qui augmente significativement la taille de l’échantillon que nous pouvons analyser puisque le 
nombre de goutte vide peut descendre jusqu’à seulement 10%. 
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2.4.3 Analyse des courbes de croissance 
Nous avons montré qu’une grande quantité d’informations quantitatives est acquise en parallèle sur 
100 à 1000 croissances de microcolonies initiées par des bactéries uniques.  

La collection de courbes ainsi acquise pour des clones issus d’une unique colonie prélevée sur un gel 
LB-agar est présentée sur la Figure 2-17. À notre connaissance, une telle répétabilité de la croissance 
mesurée à partir de cellules uniques n’est obtenue avec aucune autre technologie. L’homogénéité 
des conditions de culture sur 1000 bioréacteurs en parallèles n’est pas facile à obtenir. Il faut assurer 
une thermalisation homogène et éviter l’évaporation du milieu de culture, deux problèmes 
couramment rencontrés dans les systèmes de mesures sur microplaques. Dans notre dispositif, les 
réacteurs sont concentrés dans un espace restreint ce qui facilite la thermalisation. Il n’y a pas 
d’interface avec l’air, ce qui évite tout problème d’évaporation. Pour obtenir des résultats 
homogènes il faut également assurer de bonnes conditions d’agitations reproductibles pour prévenir 
notamment la sédimentation ou la formation de gradients dans le réacteur. Nous avons vu que la 
recirculation assure l’homogénéisation dans les gouttes (Figure 2-9). Enfin, la formation de biofilm 
sur les surfaces solides peut également nuire à la fiabilité d’une mesure. Or, notre système ne 
présente que des interfaces liquides. 

L’ensemble des propriétés du dispositif, sans que cela ait été nécessairement anticipé, contribue à 
l’homogénéité remarquable des courbes de croissance obtenues. 

  

Figure 2-17 
Courbes de croissance acquises sur 517 gouttes occupées parmi 1004 gouttes incubées et mesurées pendant 
15h. Les gouttes contienne 0,7 bactérie en moyenne. 
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Pour exploiter ces collections de courbes, une approche aurait pu consister à réaliser une exploration 
des données sans a priori avec des méthodes de traitement de données « aveugles ». Nous avons 
plutôt choisi d’extraire pour chaque bioréacteur les paramètres d’une modélisation simple de la 
croissance des microorganismes. 

Il existe de nombreuses modélisations de la croissance de microorganismes (Kovárová-Kovar et Egli 
1998) qui trouvent leur origine dans le travail de thèse de Jacques Monod (Monod 1949) et les 
modèles mathématiques de dynamique de population de Malthus et Verhulst au XIXe siècle. 

Le modèle le plus simple est la croissance exponentielle de Malthus qui suppose que le taux 
d’accroissement de la population est proportionnel à la population existante 𝑁. Le coefficient qui 
relie les deux est appelé taux de croissance et souvent noté 𝜇. 

𝑑𝑁
𝑑𝑡

= 𝜇𝑁 et  𝑁 = 𝑁0𝑒𝜇𝑡 

 

  

Figure 2-18 
En haut, exemple d’ajustement de droites affines (bleu) sur les données sélectionnées (rouge) des courbes de 
croissance (gris) qui sont normalisées par leur valeur maximum. La pente correspond à l’estimation du taux de 
croissance. En bas, distribution des temps de division obtenus pour les 517 courbes de croissance. 
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Ce modèle simple est valable pour la majeure partie des microorganismes, au moins sur une partie 
de la courbe de croissance qui est  appelée phase exponentielle. On peut définir le temps nécessaire 
pour doubler une population 𝜏. Ce temps 𝜏 est appelé temps de division pour un organisme 
unicellulaire, car dans ce cas la division cellulaire conduit effectivement au doublement de la 
population. 

𝜏 =
𝑙𝑛(2)
𝜇

 

Le temps de division est le premier paramètre extrait des données. Chaque courbe de croissance 
mesurée en fluorescence est normalisée par sa valeur maximale. On réalise une régression linéaire 
sur le logarithme pour les valeurs comprise entre 0,02, seuil de détection défini précédemment, et 
0,5. La borne supérieure est choisie comme la fin de la phase exponentielle puisque la population 
débute son dernier doublement avant la saturation à 1 (Figure 2-18). Le temps de division est donc 
estimé sur un accroissement de la population d’un facteur 25 ce qui n’est pas une très grande 
dynamique. Or, la phase exponentielle dans le milieu LB est considérée comme terminée pour une 
turbidité de 0,3. Cela impliquerait de déterminer le temps de division sur une dynamique très 
restreinte : les valeurs normalisées comprises entre 0,02 et 0,08. 

En fait, la majeure partie de cette variabilité est lié à l’estimation. La dispersion des valeurs du temps 
division obtenues est très large. En effet, une différence de 5% sur le temps de division correspond à 
un avantage sélectif très fort, par exemple sur les 17 générations de croissance qui se déroule dans 
une goutte cela créerait presque une génération d’écart.  

Le second paramètre que nous pouvons extraire est le temps de détection (Time to detection : TTD). 
Il est très facile d’extraire des données le moment auquel le seuil de détection est atteint (Figure 
2-19).  
  

Figure 2-19 
Distribution des temps de détection pour les 517 microcolonies mesurées. 
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Ce temps contient deux contributions distinctes. D’une part, lorsque l’inoculum est faible, c’est le cas 
pour l’exemple présenté sur les figures de ce paragraphe, il y a un temps de croissance nécessaire 
pour atteindre le seuil de détection. D’autre part, il peut exister un temps dit de latence, qui 
correspond à la durée d’une phase hypothétique qui précède la phase exponentielle, dite phase de 
latence. Cette phase correspond à un éventuel temps d’adaptation physiologique des bactéries au 
nouvel environnement avant la croissance exponentielle. On peut en déduire une relation affine 
entre le temps de détection et le temps de division 𝜏.  

𝑇𝑇𝐷 = 𝑇𝑙𝑎𝑡𝑒𝑛𝑐𝑒 +  𝑙𝑜𝑔2 �
𝑁𝑠𝑒𝑢𝑖𝑙
𝑁0

� ×  𝜏 

Mais aucune corrélation n’est observé entre TTD et 𝜏 (Figure 2-20). La variabilité sur les observations 
est trop importante. 

 

Le dernier paramètre que nous proposons d’extraire est la saturation du signal de fluorescence 
(Figure 2-21). Il rend compte du rendement des bactéries dans le milieu, c'est-à-dire la quantité de 
matière vivante créée grâce aux ressources disponibles dans le milieu. L’écart type relatif constaté 
sur ce paramètre dans les bioréacteurs est de 4,5%. L’écart type relatif sur la mesure de fluorescence 
dans des gouttes sans bactéries est de 2%. 

Le niveau d’expression du gène de la protéine fluorescente YFP, qui est utilisée pour la mesure, peut 
influencer la mesure. Nous mesurons rigoureusement un rendement de fluorescence. Pour 
influencer notre mesure la différence de niveau d’expression doit être héréditaire. La différence doit 
affecter la fluorescence des 105 descendants contenus dans la goutte à la fin de la croissance. La 
mesure moyenne que nous réalisons efface en effet les fluctuations rapides du niveau d’expression. 
En cytométrie, par exemple, on constate, pour une population clonale, une distribution de la 
fluorescence mesurée par bactérie dont l’écart type relatif est de près de 30%. Mais ces différences 
de fluorescences ne sont pas héréditaires. Chaque individu de cette population aurait une 
descendance avec la même distribution de fluorescence. Ce sont les paramètres de la distribution qui 
sont héréditaires. Lorsqu’on analyse en goutte des bactéries uniques de cette population clonale, 

𝑇𝑇𝐷 = 10 ×  𝜏 

Figure 2-20 
Dispersion des temps de détection et des temps de division comparée à la relation 
supposée entre ces deux paramètres 
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elles ont chacune une fluorescence différente, comme mesurée en cytométrie. Mais leurs 
descendances reconstituent des distributions de fluorescence qui sont identiques. Nous mesurons la 
moyenne de la distribution qui est donc la même dans toutes les gouttes.  
 

  

µ = 2,0 
σ = 0,09 

Figure 2-21 
Courbes de croissance (à gauche) et distribution des valeurs de saturation (à droite). (N=517) 
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Le dispositif de phénotypage en millifluidique digitale nous permet de mesurer, via l’expression 
d’une protéine fluorescente, la croissance de mille colonies en parallèle. L’information quantitative 
obtenue est analysée grâce à trois paramètres pour chaque bioréacteur : le taux de croissance, le 
temps de détection et le signal de fluorescence de saturation. Les écarts types relatifs constatés sur 
ces paramètres sont respectivement 8%, 7% et 5%. Ce coefficient de variation observé pour une 
population la plus homogène possible est attribuable à notre outil de mesure et nous renseigne sur 
nos limites de résolution (Tableau 2-1). La précision et l’homogénéité des résultats sont 
remarquables. À notre connaissance, elles ne sont égalées par aucune autre technologie de cultures 
parallélisées. 

  

N=517 Moyenne Écart type relatif 

Temps de division 26 min 8% 

Temps de détection 258 min 7% 

Intensité de fluorescence 
à saturation (ua) 2,0 (ua) 5% 

 Tableau 2-1 
Tableau récapitulatif la valeur moyenne et de la variabilité pour les paramètres extraits des courbes de 
croissance mesurées. L’écart type relatif trouvé pour une population clonale nous renseigne sur les limites de 
résolutions de l’appareil pour le phénotypage. 
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2.5 Conclusion 
 

Notre dispositif expérimental permet d’analyser une population en réalisant une mesure sur un 
échantillon de cent à mille individus. Pour chaque individu, nous mesurons une courbe de croissance 
en fluorescence sur sa descendance jusqu’à épuisement des ressources du milieu, soit cent mille 
individus environ. Le phénotype que nous associons à chaque bactérie encapsulée et à son génotype 
correspond à l’ensemble de l’information contenue dans la courbe acquise sur sa goutte. La 
collection de courbes, acquise pour un échantillon, constitue un profil phénotypique de la population 
dans laquelle il a été prélevé. 

D’après l’analyse réalisée sur un échantillon issu d’une colonie sur boîte de Petri, la mesure est 
particulièrement précise. En particulier, le coefficient de variation sur la valeur au plateau de la 
courbe est de moins de 5%. Nous devrions donc pouvoir distinguer des phénotypes dès qu’ils 
diffèrent de 10% sur ce paramètre. Le nombre de bactéries uniques que nous pouvons analyser lors 
d’une mesure (quelques centaines), nous permet de détecter des phénotypes qui ne 
représenteraient que 1% de la population. 

Sur la base de la diversité des morphologies de colonies sur boites de Petri décrites dans des 
expériences d’évolution en laboratoire, nous devrions observer au moins une diversité similaire avec 
notre outil de mesure. Nous avons en plus l’avantage de produire, dans les gouttes, des 
environnements fermés remarquablement équivalents pour chaque individu testé, contrairement à 
la boîte de Petri où les colonies se développent dans un environnement ouvert et peuvent 
rapidement être influencées par le voisinage. 

Nous allons maintenant utiliser notre outil de phénotypage, pour suivre au cours du temps ce profil 
phénotypique de populations macroscopiques cultivées selon des méthodes classiques. Un 
échantillon de la population est prélevé puis analysé avec le dispositif millifluidique. 

Les applications de cette approche vont être présentées dans les trois chapitres suivants. D’abord, un 
cas simple où nous considérerons uniquement les deux états phénotypiques associés à la variation 
de phase du gène ag43 (Chapitre 3). Il s’agit de valider notre stratégie sur un cas de diversité 
phénotypique bien connu. Nous suivrons ainsi au cours du temps la composition phénotypique au 
sein de populations clonales dans différents environnements. L’outil nous permet de le faire sans 
introduire de gène rapporteur, avec une discrimination quantitative des phénotypes et sur des 
périodes assez longues. 

Dans les chapitres 4 et 5, nous appliquons cette méthode de phénotypage à des populations qui 
d’adaptent à un nouvel environnement, sans a priori sur les phénotypes attendus. La première 
transition environnementale étudiée est l’apparition d’une concentration sub-inhibitrice 
d’antibiotique. La seconde est l’épuisement des ressources et la dégradation des conditions dans un 
environnement fermé, aussi appelé phase stationnaire prolongée. 
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3 Dynamique de population de la variation de phase du gène ag43 
 

La diversité au sein d’une population joue un rôle important pour l’adaptation et la survie. Plus une 
population comporte de variations, plus elle a de chances qu’au moins un individu soit viable et/ou 
performant après un changement environnemental (Aertsen et Michiels 2005). 

Le génome est le support de l’information et de l’hérédité du vivant. Dans les années 50, Jacob et 
Monod ont mis en évidence la régulation génétique de la synthèse des protéines, sur le cas de 
l’opéron lactose notamment (Jacob et Monod 1961), ce qui leur a valu le prix Nobel en 1957. Cette 
découverte a profondément marqué et orienté la manière de penser le lien entre l’information 
génétique, l’environnement et le phénotype exprimé. Puis, les efforts et les progrès réalisés pour le 
séquençage de l’ADN, c'est-à-dire la lecture de l’information portée par la séquence de l’ADN, ont 
abouti avec succès ces vingt dernières années, et ont produit une grande quantité de données 
(Hutchison 2007). Cet accès à l’information génétique a d’abord renforcé la vision déterministe de 
l’expression des gènes en réponse à l’environnement suivant un programme établi. Les autres 
supports d’information et d’hérédité qui existent dans le monde du vivant ont été négligés (Danchin 
et al. 2011). De même, l’aléatoire et la variabilité intrinsèque de l’expression des gènes avaient 
difficilement leur place dans l’idée de programmation génétique (Fraser et Kaern 2009)(Silva-Rocha 
et de Lorenzo 2010). 

Évidemment la recherche des sources de diversité si favorable à la survie des espèces a subit le 
même biais. Ainsi, la capacité d’adaptation du vivant se réduirait, à court terme, à la régulation de 
l’expression génétique en réponse à l’environnement, puis, à plus long terme, à l’émergence d’une 
variation du code génétique qui procure un avantage sélectif. 

La stratégie évolutive de « bet hedging », minimisation des risques, consiste au contraire à 
entretenir, à tout moment, une diversité sans relation avec l’environnement présent. Certains 
variants peuvent permettre la survie en cas de changement environnemental. Il s’agit alors de la 
survie du génome ou de la population qui est assurée et non plus celle de l’individu. De nombreuses 
validations théoriques de cette stratégie depuis les années 70 (Seger et Brockmann 1987) ont 
précédé les validations expérimentales. En 2009, Beaumont et al. ont montré l’émergence d’une 
stratégie de « bet-hedging » dans une expérience d’évolution dirigée. Ils ont appliqué à une 
population des changements d’environnement répétés, combinés à un fort rétrécissement de la 
population (Beaumont et al. 2009). Un mécanisme de bet-hedging apparaît dans deux lignées sur 
douze. 

Dans cette partie, nous nous sommes intéressés à un système simple de « bet-hedging » avec deux 
états phénotypiques accessibles. Il s’agit de valider notre approche expérimentale pour la mesure de 
la diversité phénotypique sur un système simple. Nous avons cherché à montrer, par l’expérience et 
grâce à notre dispositif de phénotypage, comment la compétition entre les phénotypes et les 
transitions aléatoires de l’un vers l’autre régissent la dynamique de population dans différents 
environnements. Nous verrons qu’ils permettent à la colonie de s’adapter à son environnement alors 
que le système de régulation ne répond à aucun signal environnemental. Nous illustrerons 
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également que la variation de phase permet de préserver la fonction dans un environnement où elle 
représente un coût sélectif, un désavantage, dont il vaudrait donc mieux se défaire. 

Nous présenterons d’abord la variation de phase du gène antigen43 (ag43), le système modèle que 
nous avons étudié. Puis, nous détaillerons comment le dispositif de phénotypage présenté au 
chapitre précédent nous a permis de suivre la dynamique de population de deux phénotypes 
associés au gène ag43 sans introduire de gène rapporteur spécifique. Enfin, nous présenterons les 
résultats obtenus sur la dynamique de population dans différentes conditions. Ils mettent en 
évidence la compétition intra-clonale et mesurent les avantages sélectifs associés. 

3.1 Variation de phase du gène ag43 : état de l’art 
Nous souhaitons étudier un système de diversification phénotypique simple ainsi que la stratégie de 
bet-hedging. Afin d’avoir de bons repères nous avons choisi de travailler sur une source connue et 
documentée de variabilité chez E. coli : la variation de phase du gène ag43. Nous allons présenter le 
phénomène de variation de phase avant de décrire en particulier le cas du gène ag43. Enfin, nous 
exposerons les techniques utilisées jusqu’à aujourd’hui pour étudier ce mécanisme. 

3.1.1 Variation de phase 
La variation de phase a été observée dès 1922 par Andrewes. Il décrit une « salmonelle diphasique » 
qui est présente sous deux états d’agglutination différents (Andrewes 1922). Depuis, de nombreux 
autres systèmes ont été décrits pour une grande variété d’espèces (Henderson, Owen, et Nataro 
1999). Les phénotypes sujets à des variations de phase sont la motilité, qui se rapporte aux 
mouvements, la synthèse de structures extra-membranaires ou la production d’antifongique. 

Une variation de phase est un mécanisme qui produit, à partir d’un seul génome, des états 
phénotypiques distincts partiellement héréditaires. Ces différents états permettent généralement 
l’adaptation à différentes niches ou d’échapper à une menace. La variation sur certains traits 
antigéniques peut ainsi permettre d’échapper au système immunitaire d’un organisme hôte. Dans ce 
cas, il s’agit plus précisément d’une variation antigénique. La variation de phase permet de passer 
d’un état phénotypique à un autre, généralement de manière réversible. L’idée de « switch », ou 
d’interrupteur phénotypique, rend cette idée d’aller retour entre deux états. 

Un réseau de régulation bistable (Chapitre 1 Ingrédients de l’adaptatibilité), peut créer deux états 
phénotypiques différents qui peuvent être hérités (Veening, Smits, et Kuipers 2008). Cette bistabilité 
n’est pas considérée comme appartenant aux variations de phase (Dubnau et Losick 2006) bien 
qu’elle constitue un système tout à fait équivalent. Cette distinction peut se justifier par les 
mécanismes moléculaires différents qui sont à l’œuvre, mais elle est surtout historique et 
communautaire. 

Enfin, la variation de phase est définie par les bornes imposées aux probabilités, ou fréquences, de 
transition entre les états phénotypiques. Cette grandeur rend compte des chances, pour une 
bactérie, de passer d’un état à l’autre. Elle est exprimée par unité de temps ce qui en fait une 
fréquence. Tout d’abord, chaque phénotype d’une variation de phase doit être au moins 
partiellement héréditaire. Cela signifie que la fréquence de transition doit rester faible par rapport à 
la fréquence de reproduction du microorganisme considéré : 10-1 ou 10-2 par cellule par génération. 
Ainsi, la descendance a de grande chance d’avoir le même phénotype et de le conserver pour 
quelques générations. Ensuite, la probabilité de transition doit être supérieure à celles de mutations 
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aléatoires de l’ADN. Elle est donc supérieure à 10-6 par cellule 
par génération (Van Der Woude et Bäumler 2004). Le 
mécanisme de variation de phase peut être génétique. Il fait 
alors intervenir des modifications de la séquence ADN qui 
sont favorisées, c’est à dire qu’elles se produisent plus 
souvent que les autres mutations (Chapitre 1 « Points 
chauds »). Un mécanisme qui ne modifie pas la séquence de 
l’ADN est dit épigénétique (Casadesus et Low 2006). C’est le 
cas de la variation de phase du gène ag43 que nous allons 
étudier. 

3.1.2 Le gène ag43 
Nous nous intéressons  à la variation de phase du gène ag43. 
Nous allons donc présenter ce gène et les phénotypes 
associés. 

Le gène ag43 code pour une protéine d’adhésion, qui permet 
à E. coli d’adhérer à des cellules animales. Lorsqu’elle est 
exprimée, elle induit également l’agrégation des bactéries 
par auto-adhésion. La protéine Ag43 est exprimée à 
l’extérieur de la membrane externe. Elle possède, dans sa 
structure, les domaines nécessaires pour se transporter elle-
même à travers les membranes jusqu’à sa localisation 
fonctionnelle : c’est un autotransporteur. Ag43 comporte 
deux domaines. Le domaine α qui est exposé à l’extérieur et 
le domaine β qui lui permet de traverser la membrane 
externe (van der Woude et Henderson 2008)(Figure 3-2). 

La fonction de la protéine Ag43 n’est pas clairement établie. Il pourrait s’agir d’un facteur de 
virulence et de persistence pour les infections urinaires (Ulett et al. 2007). En effet, Ag43 semble 
favoriser, ou participer, à l’adhésion aux cellules épithéliales et à la formation de colonies intra-
cellulaires comme celle montrée en Figure 3-1 (Anderson 2003). L’expression du gène ag43 semble 

également déterminante pour la formation de biofilm (Da Re et al. 
2007). Pour ces raisons, le gène ag43 est considéré comme un 
facteur de virulence, c’est-à-dire qu’il participe à la pathogénicité. 
Même si la fonction du gène est encore mal connue, le gène est 
présent et conservé dans un grand nombre de souches, ce qui 
constitue une preuve indirecte de son utilité pour E. coli. 

Le gène ag43 est responsable d’une variation de phase. Elle a été 
observée en premier par Diderichsen qui a remarqué la coexistence 
d’un phénotype floculant et d’un phénotype planctonique lors de 
cultures en milieu liquide (1980). La morphologie des colonies est 
différente pour les deux états phénotypiques (Henderson, Meehan, 
et Owen 1997). Comme nous le verrons, la fréquence de transition 
est de l’ordre de 10-3 par génome par génération. Les bactéries 

6h 

24h 20µm 

20µm 

Figure 3-1 
Images au microscope d’une coupe 
colorée de vessie de souris 6h et 24h 
après le début d’une infection urinaire 
par Escherichia Coli. On observe le 
développement de colonies 
intracellulaires denses. 
(Andersson 2003). 

Figure 3-2 
Schéma de la protéine Ag43 avec 
son domaine extra-membranaire 
α et le domaine transporteur β 
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d’une colonie, un milliard d’individus issus d’un ancêtre unique, ont massivement le même 
phénotype que cet ancêtre (Figure 3-3), qui détermine donc la morphologie de la colonie. 

Le mécanisme qui contrôle l’expression du gène est épigénétique. Il fait intervenir la méthylation et 
l’association spécifique d’un répresseur dans la région régulatrice du gène. La protéine de régulation 
du stress oxydant, OxyR, est le répresseur (Figure 3-3). Lorsqu’elle se lie à son site cible en amont du 
gène ag43 elle bloque la transcription. Le gène n’est pas exprimé et le phénotype est appelé Ag43 
OFF, ou phénotype planctonique. Si OxyR n’occupe pas son site de complexation, la protéine DAM, 
DNA Adenine methylation, peut méthyler les motifs GATC situés à cet endroit. C'est-à-dire que la 
protéine DAM ajoute un groupe méthyl à l’adénine de la séquence GATC. Lorsque ce site est 
méthylé, OxyR ne peut plus se lier à l’ADN à cet endroit (Lim et van Oudenaarden 2007). Le gène 
peut alors être exprimé et le phénotype est appelé Ag43 ON, ou phénotype agrégé. Chez E. coli, 
aucun mécanisme de déméthylation n’a été identifié. Lorsqu’un individu est ON, la réplication du 
chromosome est nécessaire pour obtenir un nouveau chromosome dont le site GATC, en amont du 
gène ag43, ne porte pas la méthylation. Ce nouveau chromosome peut devenir Ag43 ON ou Ag43 
OFF. Si OxyR vient se lier au promoteur d’ag43, le gène n’est plus exprimé et l’état phénotypique 
devient Ag43 OFF. Le phénotype est différent de celui de la bactérie ancestrale. Mais si la protéine 
DAM méthyle le nouveau site GATC, le gène reste exprimé et le phénotype est Ag43 ON. 

Les actions des deux régulateurs sont exclusives. La liaison d’OxyR empêche la méthylation par DAM, 
et la méthylation par DAM empêche la liaison d’OxyR. La transition d’un état phénotypique à un 
autre exige le passage par un état intermédiaire où le promoteur n’est ni occupé par OxyR ni méthylé 
(Figure 3-3).   

Figure 3-3 
Schéma de la régulation du gène ag43. Les phénotypes sont illustrés à différentes échelles, de gauche à droite :   
dessin représentant l’expression de ag43 (non à l’échelle), une image de microscopie à contraste interférentiel 
montrant l’agrégation induite par Ag43 (bar : 3µm), une photographie d’une culture sans agitation illustrant la 
floculation du phénotype ON, enfin la morphologie des colonies sur gel d’agar (microscope à champ clair, le 
diamètre des colonies est de 3 mm). 
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3.1.3 Identification et comptage des phénotypes  
Comme nous l’avons vu dans la présentation d’ag43, la variation de phase est observable grâce à la 
différence de morphologie des colonies sur boîte de Petri. Il est donc possible de comptabiliser le 
nombre de colonies de chaque type et d’en déduire la composition phénotypique de la population 
inoculé sur la boîte. En effet, la morphologie de la colonie est déterminée par la bactérie ancestrale 
unique tant que les fréquences de transitions sont faibles car son phénotype reste majoritaire. 

Il serait possible de suivre la dynamique de population des phénotypes en identifiant les 
morphologies. En pratique, distinguer les morphologies n’est pas évident et donc pas très précis. 
Pour palier à ce problème, les équipes qui se sont intéressées à la variation de phase ont eu recours à 
des constructions génétiques pour avoir un rapporteur de l’état d’expression du gène ag43. Ce 
rapporteur convertit l’état ON ou OFF en une information facile à lire. On peut remplacer la séquence 
codante d’ag43 par celle d’une protéine fluorescente dont l’expression devient alors régulée par le 
domaine de régulation d’ag43 (Figure 3-4 A) (Lim et van Oudenaarden 2007). Un autre rapporteur 
couramment utilisé est le gène lacZ qui code pour l’enzyme β-galactosidase (Chauhan et al. 2013). 
L’expression du gène peut être révélée en introduisant un substrat chromogénique dans le milieu. 
L’hydrolyse de ce substrat par la β-galactosidase  libère un composé coloré. Le plus utilisé est appelé 
X-gal et donne une couleur bleu (Figure 3-4 B). 

3.1.4 Fréquences de transition 
La fréquence de transition est une probabilité par unité de temps que l’on assimile à une fréquence. 
Elle ne décrit pas des événements régulièrement distribués dans le temps mais un nombre moyen 
d’événements par unité de temps. Dans la suite, nous utiliserons deux unités de temps : la 
génération, le temps entre deux divisions cellulaire, ou la seconde. La génération est souvent utilisée 
comme unité de temps car elle est pertinente pour décrire une dynamique de population, mais aussi 
parce que certains mécanismes de transition dépendent effectivement du cycle cellulaire. Nous 
préférerons, à certains moments, utiliser la seconde comme unité de temps, pour pouvoir comparer 
des situations où le temps de génération n’a pas de sens évident. Pour une conversion de l’un à 
l’autre, on considère un temps de génération de 25 minutes soit 1500 secondes. Enfin, cette 
fréquence, ou probabilité, s’applique au génome de chaque individu. On ajoute donc la précision 
«par génome » car elle donne du sens bien qu’elle ne soit pas nécessaire.  

A B 

Figure 3-4 
A : Illustration de la variation de phase d’ag43 régulant l’expression d’une protéine fluorescente. Les flèches sur 
l’image de microscopie de contraste de phase à gauche indiquent les bactéries OFF. Elles ne sont pas 
fluorescentes sur l’image de microscopie de fluorescence à droite. (Lim 2007) 
B : Photographies de colonies sur boîte de Petri illustrant le gène rapporteur qui code pour la β-galactosidase, 
lacZ. Les bactéries Ag43 ON expriment cette enzyme dont l’activité sur le galactoside X-gal donne un produit 
bleu facilement observable. (Chauhan 2013) 
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En mesurant la composition des populations, on peut déterminer les fréquences de transition. Pour 
cela, on sélectionne sur une boîte de Petri une colonie dont on identifie nettement le phénotype, 
Ag43 ON par exemple. La population ainsi collectée était initialement composée d’un seul phénotype 
puisque qu’il n’y avait qu’une bactérie, c’est le phénotype d’origine de cette population. Au fil de la 
croissance sur la boîte de Petri la variation de phase fait apparaître des individus ayant le phénotype 
Ag43 OFF. Ainsi, à chaque génération, avec la fréquence de transition vers l’état OFF, 𝑘𝑂𝐹𝐹 exprimée 
par génération, et 𝑁𝑂𝑁, le nombre de bactéries Ag43 ON, le nombre de bactéries qui ont changé 
d’état est 𝑁𝑂𝑁 × 𝑘𝑂𝐹𝐹. On néglige ici la transition dans l’autre sens car le nombre d’individus du 
phénotype émergent Ag43 OFF est très petit devant celui du phénotype d’origine Ag43 ON. On en 
déduit, en divisant par le nombre total de bactéries dans la population, qu’à chaque génération la 
fraction de phénotype d’origine Ag43 ON, 𝑥𝑂𝑁 est multiplié par 1 − 𝑘𝑂𝐹𝐹 : 

𝑥𝑂𝑁(𝑔 + 1) = 𝑥𝑂𝑁(𝑔) × (1 − 𝑘𝑂𝐹𝐹) 

Il s’agit d’une suite géométrique, on en déduit : 

𝑘𝑂𝐹𝐹 = 1 − �𝑥𝑂𝑁(𝑔)𝑔  

De manière symétrique on peut déterminer la fréquence 𝑘𝑂𝑁.  

Le raisonnement présenté ici applique une fréquence moyenne de transition sur une grandeur 
considérée continue, la fraction de phénotype Ag43 ON : 𝑥𝑂𝑁. On ignore complètement le caractère 
aléatoire des transitions. Ce raisonnement est valable si le nombre de bactéries dans la population 
est grand. Mais, pour un petit nombre de bactéries, les fluctuations peuvent être très importantes. 
Or, dans les premières générations le nombre de bactéries est petit. Par exemple, la première 
bactérie sœur sera ON ou OFF. Elle a de grande chance d’être ON comme sa sœur car la probabilité 
de transition est faible. Mais si elle devient OFF, alors la fraction de ON passe brutalement de 1 à 0,5. 
Après quelques générations, le nombre d’individus dans la population est suffisamment grand pour 
rendre les fluctuations sur le nombre de changement d’état négligeables. Les événements rares 
survenus dans les premières générations sont responsables de la variabilité sur la fraction 𝑥𝑂𝑁(𝑔) 
mesurée après 𝑔 générations (Figure 3-5). Cette variabilité est équivalente à celle trouvée par Luria 
et Delbrück pour les mutations spontanées. L’estimation de la fréquence à partir de la composition 
de colonies sur boites de Petri n’est pas simple et il faut donc analyser un grand nombre de colonies.  

Figure 3-5 
Simulation de l’évolution de la composition phénotypique à partir d’une unique bactérie, Ag43 OFF à gauche et 
Ag43 ON à droite, pendant 50 générations. 20 simulations indépendantes sont représentées. L’incertitude sur 
la transition phénotypique est simulée par une loi de poisson. La représentation inclus aussi des fluctuations de 
mesure sur la fraction phénotypique pour un échantillon de 300 individus analysés. La courbe bleu indique la 
réalisation moyenne, autrement dit le cas d’une population infinie connue sans  incertitude. 
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Nous avons vu que les fréquences de transition d’état phénotypique sont difficiles à estimer. Les 
méthodes utilisées actuellement sont basées sur des souches génétiquement modifiées ce qui peux 
biaiser la dynamique vraie entre les deux phénotypes. De plus, le comptage des colonies sur gel LB-
agar reste une technique fastidieuse. 

Nous proposons d’adapter notre lecture phénotypique en millifluidique pour discriminer les 
phénotypes par un critère quantitatif et sans système rapporteur. Cette rupture technologique nous 
permettra de suivre l’ajustement de la composition en phénotypes Ag43 ON et Ag43 OFF d’une 
population pendant des périodes longues dans différents environnements. L’absence de système 
rapporteur permettra de considérer absolument sans biais une éventuelle compétition entre les 
deux phénotypes et le mécanisme de variations de phase. 
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3.2 Phénotypage d’ag43 en millifluidique 
 

Nous avons présenté la variation de phase du gène ag43 que nous souhaitons étudier comme 
modèle d’une stratégie de « bet-hedging ». Les techniques couramment utilisées pour identifier les 
états phénotypiques du gène ag43 nécessitent l’introduction d’un système rapporteur. Pour étudier 
la dynamique de population des deux phénotypes nous souhaitons éviter tout biais. En effet, en 
introduisant un gène rapporteur l’un des états phénotypiques se trouve désavantagé car il exprime 
une fonction qui est inutile pour la croissance ou la survie, puisqu’elle ne sert qu’à l’expérimentateur. 
Dans notre cas, le gène yfp introduit dans le chromosome, pour suivre la croissance par fluorescence, 
est totalement indépendant du gène ag43 et représente donc strictement le même fardeau sélectif 
pour les deux états phénotypique du gène ag43. Nous avons exploité le signal récolté dans notre 
outil millifluidique de phénotypage pour identifier les deux phénotypes. 

3.2.1 Discriminer les états phénotypiques 
Comme lors de la croissance sur boîte de Petri, il est probable que le phénotype de l’ancêtre unique 
encapsulé détermine et modifie significativement la signature de la colonie dans la goutte. Nous 
analysons les courbes temporelles de fluorescence acquises pour chaque bioréacteur comme décrit 
au chapitre précédent. Les courbes acquises pour le phénotype Ag43 ON sont très différentes de 
celles obtenues pour ag43 OFF (Figure 3-6). La signature du phénotype est simple et quantitative, 
elle nous permet de dénombrer les phénotypes dans la population analysée. 

Dans notre dispositif de détection, le champ d’excitation est plus petit que la goutte (Figure 3-6) : la 
mesure devient très variable si la distribution des bactéries n’est pas homogène dans la goutte. À 
chaque passage devant le détecteur, la biomasse d’une goutte, c'est-à-dire l’ensemble des bactéries 
de la goutte, peut être répartie différemment et la quantité qui passe dans le champ d’excitation 
varie. Le signal de fluorescence mesuré dépend donc de la répartition dans la goutte. La mesure est 
sensible aux hétérogénéités de densité de bactéries dans la goutte. On peut quantifier cette 
hétérogénéité grâce aux valeurs enregistrées à chaque passage dans le plateau de la courbe de 
fluorescence. En effet, au niveau du plateau la biomasse totale dans la goutte est constante. Si la 
répartition de la biomasse est différente d’un passage à l’autre, la fluorescence mesurée peut varier 
très fort autour d’une valeur moyenne constante. En revanche, si la biomasse est idéalement 
distribuée, la mesure sera à chaque fois identique. Par conséquent, en calculant l’écart type de la 
collection de mesures faites dans le plateau de la courbe de fluorescence, on obtient une valeur 
numérique qui quantifie l’hétérogénéité de la distribution de biomasse dans la goutte. 

Nous avons vu que le gène ag43 induit l’auto-adhésion des bactéries lorsqu’il est exprimé. Des 
agrégats peuvent donc se former. Si une bactérie Ag43 ON est encapsulée, la colonie qui se 
développe forme essentiellement un agrégat car, après la division, les bactéries restent collées. 
L’hétérogénéité dans la goutte est donc très grande. À l’inverse, une colonie initiée par un individu 
Ag43 OFF est très majoritairement planctonique, donc uniformément distribuée dans la goutte. Il y a 
bien une signature du phénotype encapsulé dans le signal mesuré pour sa descendance. On peut 
discriminer les gouttes suivant les fluctuations constatées dans le plateau final de la courbe et 
déterminer ainsi la composition phénotypique de la population encapsulée (Figure 3-6).   
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Figure 3-6 
A : La répartition de biomasse dépend du phénotype de la cellule unique encapsulée. À gauche, la descendance 
d’un individu ag43 OFF est uniformément distribuée dans la goutte (les tâches blanches sont des artefacts). La 
fluorescence (en jaune) est homogène et la mesure du signal issu du champ d’excitation utilisé (cercle tirets 
blancs) est répétable. À droite, on a encapsulé un individu ag43 ON, la présence d’agrégats rend la 
fluorescence (en jaune) hétérogène et la mesure du signal issu du champ d’excitation utilisé (cercle tirets 
blancs) sera variable. 
B : Pour une goutte, la fluorescence maximale enregistrée pour chaque passage est représentée en fonction du 
temps. Trois cas sont représentés : l’inoculum est une bactérie Ag43 ON (carrés noir) ou Ag43 OFF (ronds 
rouges), la goutte est vide (croix vertes). L’écart type σ des valeurs dans le plateau final de chaque courbe 
dépend de l’hétérogénéité dans la goutte, et il permet de discriminer les phénotypes. 
C : Histogrammes des écarts types calculés dans les plateaux des courbes des gouttes occupées. L’écart type 
est assimilé à une valeur d’hétérogénéité de biomasse dans la goutte. On peut définir un seuil (tirets) 
discriminant les goutte occupées par un phénotype Ag43 ON et les goutte Ag43 OFF. Les deux histogrammes 
correspondent à l’analyse de deux colonies de morphologies différentes sur boîte de Petri. À gauche, 
l’échantillon vient d’une colonie Ag43 OFF et à droite d’une colonie Ag43 ON. On retrouve bien une grande 
majorité du phénotype identifié d’après la morphologie de la colonie. Les flèches indiquent les positions dans 
l’histogramme des courbes présentées en B. 
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3.2.2 Vérifier le rôle d’ag43 
Nous identifions deux phénotypes, la composition phénotypique peut donc être déterminée. Les 
deux morphologies de colonie sur gel LB-agar coïncident avec les phénotypes que nous discriminons 
en goutte (Figure 3-6 C). Ces morphologies des colonies suggèrent bien que ces phénotypes sont 
associés à la variation de phase du gène ag43. Cependant, n’ayant pas construit la souche à dessein, 
nous avons vérifié cette hypothèse en testant la corrélation entre les deux morphologies de colonies 
et la synthèse de la protéine Ag43. Cette partie a été accomplie avec l’équipe de Spectrométrie de 
Masse Biologique et Protéomique de l’ESPCI ParisTech. 

3.2.2.1 Western Blot 
Nous avons isolé trois colonies pour chaque phénotype en les identifiant sur boîte de Petri. Les six 
populations sont mises en culture pour la nuit dans du milieu LB. Puis, elles sont relancées le matin 
jusqu’à une densité optique de 0,5, mesurée à 600 nm. Elles sont transférées dans du tampon 
phosphate (PBS) et les densités de bactéries sont ajustées à la même valeur. 

L’extraction des protéines est réalisée en adaptant le protocole décrit par Per Klemm (2003). Les six 
suspensions de cellules sont chauffées à 60°C pendant 5 min pour libérer les domaines protéiques 
extra-membranaires. On centrifuge 10 minutes pour éliminer les cellules. On récupère le surnageant 
qui contient les protéines qui n’ont pas sédimenté. Puis, nous précipitons les protéines en ajoutant 
de l’acide trichloracétique pour une fraction finale de 10%. Après 15 minutes sur de la glace, les 
tubes sont centrifugés à 13 000g à 4°C pendant une heure. Le surnageant est éliminé et le culot qui 
contient les protéines est lavé trois fois à l’acétone à -20°C. Après une évaporation au SpeedVac® de 
5 minutes, les protéines sont dispersées dans un tampon NH4HCO3 à 50 mM avec 5 minutes de bain à 
ultrason. 

OFF OFF OFF ON ON ON 

A Western blot 

B Analyse protéomique 

Écart de score relatif 

Figure 3-7 
Résultats de contrôles réalisés sur l’expression de la protéine Ag43 associée aux phénotypes identifiés. 
A : Photographie (inversée) d’un western blot de 3 populations Ag43 ON et Ag43 OFF 
B : À gauche, le tableau présente les peptides détectés et le score d’identification de la protéine ag43 dans les 
produits d’extraction d’une population Ag43 ON et Ag43 OFF traitées en parallèles. À droite, on a représenté la 
distribution des différences de score normalisée pour 62 protéines dont le score d’identification est supérieur à 
100 dans une des deux préparations. En rouge, la position de la protéine Ag43. 
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Après une quantification par la méthode Lowry, les 6 échantillons sont chargés sur un gel 
polyacrylamide-SDS pour l’électrophorèse. Les protéines sont transférées sur une membrane. Les 
quantités de protéines présentes sont vérifiées avec une coloration au rouge Ponceau. Puis on révèle 
la présence de la protéine Ag43 grâce à un anticorps polyclonal de lapin dirigé contre Ag43 et un 
anticorps secondaire couplé à une peroxydase (GE Healthcare NA934V-lot 371624). L’anticorps dirigé 
contre Ag43 a été généreusement donné par l’ancienne équipe de Per Klemm. 

Les trois populations identifiées comme comportant majoritairement le phénotype agrégeant 
montrent bien une bande plus réactive avec l’anticorps dirigé contre Ag43. (Figure 3-7 A) 

3.2.2.2 Analyse protéomique LC-MS2 
Le procédé d’extraction est identique que pour le Western Blot. Mais l’échantillon n’est pas chargé 
sur un gel d’électrophorèse. Il est digéré à la trypsine 
et les peptides sont analysés en chromatographie 
liquide couplée à la spectrométrie de masse. 

Nous avons bien détecté la protéine Ag43. Un plus 
grand nombre de peptides est identifié pour la 
population supposée Ag43 ON que pour celui supposé 
Ag43 OFF. Bien que la méthode ne soit pas 
quantitative, le nombre de peptides détecté est lié à 
la quantité de matériel présent dans l’échantillon 
analysé (Figure 3-7). 

3.2.2.3 Immunofluorescence 
Enfin, nous avons observé l’expression de la protéine 
Ag43 sur la membrane des bactéries qui s’agrègent en 
immunofluorescence indirecte. Le sérum de lapin 
dirigé contre Ag43 est d’abord adsorbé contre une 
population d’E. coli dépourvue du gène ag43 pour 
éliminer tous les anticorps non spécifiques de la 
protéine Ag43. Ce protocole a été suggéré par 
Christophe Beloin. 

Puis, les cultures de chaque phénotype sont rincées 
dans le PBS et déposées sur une lame de microscope 
traitée par une solution de poly-lysine à 0,1%. Les bactéries collées à la lame sont marquées avec 
l’anticorps rendu spécifique contre Ag43. Le marquage est révélé avec un anticorps secondaire anti-
lapin fluorescent Alexa 534. Puis l’observation est faite au microscope, en épifluorescence, avec un 
jeu de filtre TRITC. (Figure 3-8) 

Nous avons bien montré la corrélation entre l’expression de la protéine Ag43 et les deux phénotypes 
identifiés par la morphologie des colonies sur gel LB-agar. Nous avons montré précédemment que les 
phénotypes identifiés en millifluidique correspondent aux morphologies de colonies sur boîte de 
Petri. Notre dispositif permet bien de déterminer les fractions de bactéries dans chacun des états 
d’expression du gène ag43, au sein d’une population. Nous allons donc pouvoir suivre la dynamique 
des deux phénotypes de la variation de phase du gène ag43 dans différents environnements.  

Figure 3-8 
Images d’immunofluorescence avec un 
marquage DAPI (bleu sur l’image), et un 
marquage par l’anticorps dirigé contre Ag43 et 
un anticorps secondaire fluorescent (rouge sur 
l’image). La superposition des fluorescences à 
l’image en champ clair (100X, barre= 4µm) révèle 
l’expression de la protéine Ag43 à gauche pour le 
phénotype Ag43 ON (bas) et une souche 
exprimant le gène ag43 de manière constitutive 
(haut). À droite, un mutant privé du gène ag43 
(haut) et le phénotype Ag43 OFF n’exprime pas 
Ag43. 
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3.3 Dynamique phénotypique d’une population clonale 
Dans cette partie, nous présentons les résultats expérimentaux obtenus sur la dynamique 
phénotypique d’une population clonale d’E. coli dans différents environnements. Nous souhaitons 
montrer les contributions du mécanisme de variation de phase et de la compétition intra-colonie sur 
la composition phénotypique. Cette compétition fait partie du mécanisme de régulation du gène. 

3.3.1 Contribution de la variation de phase 
Dans un premier temps, on s’intéresse à des conditions de laboratoire classiques. Pour une 
population incubée dans du milieu LB liquide sous agitation, le mécanisme de variation de phase 
suffit-il à expliquer la dynamique de population dans ces conditions ? 

3.3.1.1 Protocole 
Les populations sont sélectionnées sur une boîte d’agar pour démarrer, suivant la morphologie 
choisie, soit d’une population contenant environ 5% de bactéries Ag43 ON soit d’une population en 
contenant 85%. Puis, la population est cultivée dans du milieu LB liquide selon les conditions choisies. 
Tout au long de la culture, des échantillons de cette population sont prélevés pour être congelés et 
analysés avec notre outil de phénotypage pour déterminer les fractions de phénotypes Ag43 ON et 
Ag43 OFF. 

3.3.1.2 Détermination des fréquences de transition 
Pour commencer, nous caractérisons le mécanisme de variation de phase de notre souche d’E. coli. 
Nous avons vu, dans la partie 3.1.3, que la composition phénotypique des colonies prélevées sur gel 
d’agar nous permet habituellement d’estimer la fréquence de transition suivant l’équation : 

𝑘𝑂𝐹𝐹 = 1 − �𝑥𝑂𝑁(𝑔)𝑔  

On considère que la croissance d’une colonie sur un gel d’agar, à partir d’une bactérie unique, 
représente trente générations environ. Nous avons mesuré que les colonies Ag43 OFF comportent en 
moyenne 5% (±3%) de phénotype Ag43 ON. Tandis que les colonies Ag43 ON comporte 15% (±3%) de 
phénotype Ag43 OFF. Les fréquences de transition sont donc :  

𝑘𝑂𝐹𝐹~4,5. 10−3 par génome et par génération 

𝑘𝑂𝑁~1,5. 10−3 par génome et par génération 

Ces fréquences sont en accord avec les valeurs trouvées dans la littérature (Owen et al. 1996). La 
première contribution de la variation de phase est simplement d’assurer que la population contienne 
les deux états phénotypiques en moins de 10 générations environ. Cette apparition de diversité, et 
d’un changement phénotypique en particulier, est très rapide comparée à la fréquence d’apparition 
d’une mutation sur un gène en particulier qui est de 10−7 par génome et par génération. On 
considère pour la suite que les fréquences de transition ne sont pas modifiées par l’environnement. 
Cette hypothèse repose sur l’absence de régulation connue du changement d’états. En effet, 
plusieurs études ont cherché, sans succès, à montrer une modulation des fréquences de transition 
par l’environnement pour la variation de phase d’ag43 (Wallecha et al. 2003)(van der Woude et 
Henderson 2008). 
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3.3.1.3 Croissance en milieu homogène 
Nous connaissons les fréquences de transition du système de régulation d’ag43. Nous allons 
maintenant voir si la dynamique de population dans un milieu homogène renouvelé est contrôlée par 
la transition de phase. Pour assurer l’homogénéité, le milieu est maintenu sous agitation, et pour 
maintenir la population en croissance, la culture est diluée dans du milieu frais deux fois par jour. 

L’environnement considéré est inoculé avec une colonie dont la morphologie correspond au 
phénotype Ag43 ON sur une boîte de Petri. La population initiale dans ce milieu liquide comporte 
donc environ 85% d’individus de phénotype Ag43 ON. On propage la population pendant 6 jours à 
raison de deux dilutions par jour. Chaque dilution correspond à 16 générations de croissance avant 
d’atteindre une phase stationnaire jusqu’à la prochaine dilution. La population est analysée une fois 
par jour avec le dispositif de phénotypage. 

On constate que le pourcentage du phénotype Ag43 ON diminue de 85% à 40% en 6 jours ou 180 
générations environ. Cette évolution est très bien décrite par un modèle simple de la transition de 
phase en utilisant les fréquences 𝑘𝑂𝑁 et  𝑘𝑂𝐹𝐹 déterminées précédemment (Figure 3-9 à gauche). 
Pour convertir les fréquences par génomes et par générations en fréquences temporelles, nous 
avons considéré 32 générations par tranche de 24h. L’équation et les valeurs utilisées pour la courbe 
de la Figure 3-9 sont les suivantes : 

𝑑𝑥𝑂𝑁
𝑑𝑡

= 𝑘𝑂𝑁 . (1 − 𝑥𝑂𝑁) − 𝑘𝑂𝐹𝐹  .𝑥𝑂𝑁  

𝑘𝑂𝑁 = 5. 10−7𝑠−1   𝑘𝑂𝐹𝐹 = 1,7. 10−6𝑠−1 
Avec cet exemple, on constate que la variation de phase contrôle la dynamique de population et 
tend à ramener la composition vers une valeur d’équilibre qui, d’après les fréquences de transitions, 
serait 𝑥𝑂𝑁 = 25% et serait atteinte en 15 jours. L’agitation permanente du milieu liquide limite la 
formation d’agrégats et empêche la sédimentation. Les deux phénotypes ont donc principalement 
les mêmes conditions de croissance. Seule la variation de phase modifie la composition 
phénotypique. 

3.3.1.4 Famine en milieu homogène 
Nous avons vu la dynamique de population dans des conditions de croissance rapide. Les bactéries se 
divisent souvent et à chaque division elles répliquent leur ADN. Or, la réplication de l’ADN joue un 
rôle déterminant dans le mécanisme de variation de phase décrit à ce jour. Elle est indispensable 
pour sortir de l’état Ag43 ON (Figure 3-3). 

Si notre hypothèse de contrôle principal de la dynamique de population par la variation de phase est 
valable, en l’absence de division cellulaire ou du moins dans des conditions de croissance restreinte, 
l’évolution temporelle de la fraction d’Ag43 ON devrait être modifiée. C’est ce que nous avons testé 
en maintenant en condition de carence deux populations dont les fractions Ag43 ON initiales étaient 
respectivement de 0,87 et 0,04 (Figure 3-9 à droite). 

Nous observons que la fraction de phénotypes ag43 ON élevée diminue très peu en six jours. Ce qui 
se justifie bien car en situation de carence il y a peu de réplication de l’ADN donc peu d’occasion de 
basculer vers ag43 OFF. On considère qu’elle est constante (une droite sur la Figure 3-9) et que la 
fréquence 𝑘𝑜𝑓𝑓  est nulle. Dans la population comportant initialement 4% d’ag43 ON, le pourcentage 
de ce phénotype agrégeant augmente. Cette dynamique peut être modélisée en considérant que la 
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transition vers OFF est nulle (courbe continue rouge sur la Figure 3-9). On trouve alors une valeur de 
𝑘𝑜𝑛 de 3.10-7 s-1 proche de celle trouvée précédemment. 

𝑑𝑥𝑂𝑁
𝑑𝑡

= 𝑘𝑂𝑁 . (1 − 𝑥𝑂𝑁) 

𝑘𝑂𝑁 = 3. 10−7𝑠−1 

𝑘𝑂𝐹𝐹~0 

La dynamique de population est bien décrite par le mécanisme de variation de phase. Nous avons ici 
considéré un environnement très homogène et dont l’agitation constante empêche la floculation du 
phénotype Ag43 ON. On peut considérer que le phénotype ne s’exprime que partiellement. La 
protéine Ag43 est bien synthétisée, mais l’agitation est trop importante pour permettre la floculation 
ou pour former des agrégats affectant la croissance. Les amas ne sont pas assez gros pour changer 
l’accès aux nutriments comparé au phénotype planctonique. Finalement, la seule différence sélective 
serait le coût de la production de la protéine Ag43 qui ne semble pas avoir d’effet significatif. 

Pour tester l’effet d’un réel avantage sélectif sur la dynamique de population, il faut étudier le 
devenir de la composition phénotypique dans un autre environnement. 

  

Figure 3-9 
Dynamique de la composition phénotypique dans un environnement liquide homogène (agité). À gauche, la 
population est diluée dans du milieu frais deux fois par jour, elle est principalement en phase de croissance. À 
droite, la population est maintenue dans le même milieu, elle est donc exclusivement en situation de carence. 
On suit la fraction de ON en partant d’une population à 87% ON (carrés noirs) ou à 4% ON (diamants rouges). 
(voir le texte pour le modèle des courbes ajustées) 
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3.3.2 Compétition intra-clonal 
Il est intéressant de constater qu’en l’absence de réponse active à l’environnement, si un état 
phénotypique est plus performant que l’autre pour se multiplier, il va augmenter son contingent au 
sein de la population clonale. Finalement, au sein même d’une population de génomes 
rigoureusement équivalents, la sélection naturelle module la composition phénotypique. 

3.3.2.1 Dynamique de population en milieu statique 
Pour observer cet effet, nous avons considéré la dynamique de population dans deux nouveaux 
environnements. Dans l’un, on procède aux dilutions dans du milieu frais deux fois par jour, et dans 
l’autre, on laisse les bactéries en situation de carence. Les conditions de cultures sont analogues aux 
précédentes  mais le tube n’est pas agité, il est maintenu statique. En l’absence d’agitation, le liquide 
est stagnant et se structure en formant des gradients de composition. Les bactéries n’ont pas de 
flagelles, il n’y a pas de motilité, et il n’y a pas de mouvement de fluide pour les déplacer dans 
l’environnement. Enfin si des agrégats se forment, ils peuvent croître sans risquer d’être dispersés 
par le cisaillement de l’agitation. Ils sédimentent rapidement. 

Pour suivre la dynamique de population, le milieu est homogénéisé avant la prise d’échantillon afin 
de mesurer la composition phénotypique d’ensemble. Cette étape détruit la structuration de 
l’environnement. Par conséquent, dans le cas d’une population en situation de carence (Figure 3-10 
droite), chaque mesure est réalisée sur une éprouvette différente. Dans le cas de la dilution en série, 
qui maintient la population en phase de croissance (Figure 3-10 gauche), l’inoculum utilisé pour la 
dilution est aussi prélevé après homogénéisation. Nous pouvons donc analyser la composition 
phénotypique grâce aux prélèvements réalisés lors des dilutions. 

Dans les conditions statiques, on observe que le phénotype Ag43 ON disparaît plus rapidement que 
dans les conditions homogènes étudiées précédemment. La fraction phénotype Ag43 ON diminue 

Figure 3-10 
Comparaison des dynamiques de population dans deux environnements statiques (triangle), qui permettent la 
sédimentation et l’hétérogénéité chimique, et deux environnements homogénéisés par agitation (carrés). À 
gauche, la population est principalement en croissance car elle est diluée deux fois par jour dans du milieu 
neuf. À droite, après une phase de croissance d’une dizaine de générations, la population est maintenue en 
carence dans l’environnement statique. Les courbes ajustées différentes de la Figure 3-9 sont expliquées dans 
le texte (page 90) 
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particulièrement brutalement dans le cas de la culture statique diluée deux fois par jours dans du 
milieu frais (Figure 3-10 gauche). Dans cet environnement, le phénotype Ag43 ON qui représente 
85% de la population initialement est réduit à moins de 20% en moins de 48 heures. Il semble 
converger vers une fraction inférieure à 1% en quatre jours seulement alors que, dans les conditions 
homogènes, la composition phénotypique mettrait deux semaines à se stabiliser vers 25%.  

Un résultat similaire est observé pour les populations laissées en phase stationnaire (Figure 3-10 
droite). Le décrochage initial de la fraction d’Ag43 ON est dû à la phase de croissance exponentielle 
initiale nécessaire pour atteindre la phase stationnaire. Dans la phase stationnaire la fraction de 
phénotype Ag43 ON continue à diminuer de près de 10% par jour. Pourtant, dans l’environnement 
homogène, la fraction de phénotype Ag43 ON est quasiment constante. 

Nous n’avons pas de raison de penser que les fréquences sont modifiées lorsqu’on arrête d’agiter les 
tubes de culture. Et nous avons évoqué le fait qu’aucune régulation du mécanisme de variation de 
phase du gène ag43 n’a été identifiée. Par conséquent, pour expliquer la disparition du phénotype 
ON, autrement dit l’envahissement de ces environnements statiques par le phénotype OFF, nous 
devons considérer une sélection naturelle, un avantage sélectif.  

3.3.2.2 Modèle incluant la compétition 
Pour modéliser la dynamique de population 
radicalement différente observée dans les 
environnements statiques, nous proposons un 
modèle simple incluant une compétition entre les 
deux phénotypes. Ce modèle est basé sur 
l’hypothèse que les fréquences de transition ne 
sont pas modifiées directement pas les conditions 
environnementales. En effet, si les fréquences de 
transition phénotypique restent les mêmes que 
dans les milieux sous agitation, un autre 
mécanisme doit contribuer à l’évolution 
temporelle de la composition phénotypique. Un 
avantage sélectif pour l’un des deux phénotypes 
pourrait expliquer nos observations (Figure 3-11). Dans le milieu statique, le phénotype Ag43 ON 
forme de gros agrégats. Ces agrégats peuvent nuire à l’efficacité de capture de nutriment par ce 
phénotype. De plus, les bactéries agrégées sédimentent rapidement et les conditions de croissance 
au fond du tube sont probablement moins favorables que dans la région la plus proche de l’interface 
eau-air. Le pH et la composition en gaz dissout ne sont pas homogènes dans un environnement sans 
agitation. Par conséquent, le phénotype planctonique aurait un taux de croissance supérieur car il 
occupe probablement des régions de l’environnement plus favorable. 

On suppose qu’en dehors de la variation de phase, les populations ont un taux de croissance 
constant dans un environnement donné. Ce taux croissance tient compte du rythme de division 
cellulaire et de la mortalité. On le note 𝜇𝑜𝑛 et 𝜇𝑜𝑓𝑓  pour les phénotypes Ag43 ON et Ag43 OFF. S’il n’y 
a pas de changement d’état phénotypique, le nombre de bactéries ON est simplement décrit par : 

𝑁𝑂𝑁(𝑡) = 𝑁𝑂𝑁0 𝑒𝜇𝑂𝑁𝑡 

Figure 3-11 
Schéma de la dynamique de population incluant 
la variation de phase et une différence de 
croissance entre les deux phénotypes qui induit 
un avantage sélectif pour l’un des deux. 
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On peut écrire l’équation différentielle déterminant le nombre de bactéries de chaque phénotype, 
𝑁𝑂𝑁 et 𝑁𝑂𝐹𝐹, et en déduire celle sur la fraction du phénotype ON, 𝑥𝑂𝑁 : 

𝑑𝑁𝑂𝑁
𝑑𝑡

= 𝜇𝑂𝑁 .𝑁𝑂𝑁 +  𝑘𝑂𝑁 .𝑁𝑂𝐹𝐹 − 𝑘𝑂𝐹𝐹  .𝑁𝑂𝑁 

𝑑𝑥𝑂𝑁
𝑑𝑡

=
𝑑 𝑁𝑂𝑁
𝑁𝑂𝑁 + 𝑁𝑂𝐹𝐹

𝑑𝑡
=

(𝑁𝑂𝑁 + 𝑁𝑂𝐹𝐹).𝑑𝑁𝑂𝑁𝑑𝑡 −  𝑁𝑂𝑁 . �𝑑𝑁𝑂𝑁𝑑𝑡 + 𝑑𝑁𝑂𝐹𝐹
𝑑𝑡 �

(𝑁𝑂𝑁 + 𝑁𝑂𝐹𝐹)2  

𝑑𝑥𝑂𝑁
𝑑𝑡

= 𝑘𝑂𝑁 . (1 − 𝑥𝑂𝑁) − 𝑘𝑂𝐹𝐹  . 𝑥𝑂𝑁 + 𝜇𝑂𝑁. 𝑥𝑂𝑁 − 𝑥𝑂𝑁. (𝜇𝑂𝑁 .𝑥𝑂𝑁 + 𝜇𝑂𝐹𝐹 . 𝑥𝑂𝐹𝐹) 

𝑑𝑥𝑂𝑁
𝑑𝑡

= 𝑘𝑂𝑁 . (1 − 𝑥𝑂𝑁) − 𝑘𝑂𝐹𝐹  .𝑥𝑂𝑁 + (𝜇𝑂𝑁 − 𝜇𝑂𝐹𝐹).𝑥𝑂𝑁. (1 − 𝑥𝑂𝑁) 

On voit apparaître un terme supplémentaire qui rend compte de la compétition entre les deux 
phénotypes et de l’écart de performance 𝜇𝑂𝑁 − 𝜇𝑂𝐹𝐹. 

On peut ajuster les données avec ce nouveau modèle (Figure 3-10) en fixant les fréquences de 
transition aux valeurs déterminées précédemment en laissant l’écart de performance, 𝜇𝑂𝑁 − 𝜇𝑂𝐹𝐹, 
comme seul paramètre ajustable. 

Dans le cas de la croissance en milieu statique avec deux dilutions par jour, l’ajustement des données 
avec le modèle nous donne un avantage sélectif de 2.10-5 s-1 (courbe ajustée Figure 3-10 à gauche). 
Cela signifie qu’après 24h, la descendance par bactérie du phénotype Ag43 OFF est 4 fois plus grande 
que celle du phénotype ON. Sur ces 24h, la population alterne croissance exponentielle et phase 
stationnaire. Elle croit d’une vingtaine de générations en phase exponentielle sur 24 heures. Si 
l’avantage sélectif porte sur la vitesse de croissance, alors le phénotype Ag43 OFF se divise 10% plus 
vite soit un temps de division 10% plus court. Comme notre population épuise le milieu avant chaque 
dilution dans du milieu frais, l’avantage sélectif peut également venir d’une efficacité accrue à croître 
sur les ressources disponibles. Enfin, pour compléter l’interprétation de cet avantage sélectif du 
phénotype planctonique, il faut considérer que les conditions de croissance des deux phénotypes 
évoluent au cours du temps. En effet, le phénotype Ag43 ON a tendance à floculer et occupe donc 
une fraction restreinte de l’environnement au fond du tube en fin de croissance. La répartition des 
ressources est donc sans doute un facteur déterminant dans la différence de performance constatée. 
L’avantage sélectif dépend alors de la composition phénotypique de la population ce que notre 
modèle simple ne prend pas en compte. 

En situation de carence dans un milieu statique, on trouve un avantage sélectif de 4.10-6 s-1 (courbe 
ajustée Figure 3-10 à droite) pour le phénotype planctonique. Cela correspond à une différence de 
croissance ou de survie de 30% sur 24h. Ici, bien que la tendance soit la même, la dynamique de 
population qui se joue est radicalement différente du cas précédent. En phase stationnaire, il n’y 
quasiment plus de division cellulaire. Il s’agit plus d’une lutte pour la survie. Cela peut expliquer que 
la dynamique apparaisse plus lente que dans les conditions de croissance exponentielle. En revanche, 
les causes de l’avantage sélectif pour le phénotype planctonique Ag43 OFF sont probablement les 
mêmes. Le phénotype Ag43 ON a plus de chance de se retrouver au fond du tube où les conditions 
sont probablement les moins favorables. Ses chances de survie ou de division sont réduites par 
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rapport au phénotype planctonique. Ce dernier peut coloniser le surnageant où il peut trouver des 
conditions plus favorables ou tout simplement un « réservoir » plus grand. 

Nous verrons au chapitre 5 que dans ces conditions de carence statique d’autres phénotypes 
apparaissent. Ils sont planctoniques mais rien ne nous garantit qu’ils soient Ag43 OFF. La population 
est beaucoup plus complexe et notre représentation avec deux phénotypes n’est peut être plus tout 
à fait valable au-delà de 5 jours. D’autres mécanismes de diversification modifient la composition 
phénotypique. 

 

3.3.2.3 Colonisation de niche et préservation de fonction 
 

Les quatre environnements présentés jusqu’à maintenant, semblent indiquer que le phénotype 
agrégé, associé à l’expression du gène ag43, est inutile voire désavantageux pour la souche. En effet, 
l’état planctonique présente un avantage sélectif 
important dans les environnements statiques. 
Pourtant, le gène est présent dans de nombreuse 
souche d’E. coli, signe d’une conservation qui ne doit 
pas être due au hasard. Dans cette dernière partie 
nous présentons deux résultats qui illustrent 
comment l’expression du gène ag43 peut constituer 
un atout, et pourquoi le mécanisme de variation de 
phase est un système de préservation de la fonction. 

Comme nous l’avons discuté dans la présentation du 
gène ag43, une des fonctions supposées de la 
protéine extra-membranaire Ag43 est l’adhésion à des 
cellules animales. Cette adhésion peut permettre la 
colonisation de niches autrement inaccessibles. Dans 
ce cas, seul le phénotype Ag43 ON peut accéder à la 
niche. Par conséquent, il a un avantage sélectif radical 
sur Ag43 OFF. Nous pouvons concevoir simplement un 
environnement artificiel reproduisant partiellement ce 
potentiel de colonisation de niches. Le phénotype 
Ag43 ON aura alors un avantage sélectif et nous 
devrions en observer les conséquences sur 
l’augmentation de sa fraction dans la population. 
Nous avons réalisé cette expérience en imaginant un 
environnement sans agitation permettant la 
formation d’agrégats par le phénotype Ag43 ON et la 
sédimentation de ces derniers. Deux fois par jour, on 
prélève un échantillon pour inoculer un nouveau tube. Cette fois-ci, sans homogénéiser le tube, on 
aspire 10µL au fond du tube. De la sorte le phénotype qui sédimente le plus est avantagé lors du 
renouvellement du milieu. Le nouveau milieu est une niche que les deux phénotypes n’ont pas les 
mêmes chances de coloniser. Nous initions cette expérience avec une population comportant 

Figure 3-12 
Envahissement de la population par le 
phénotype Ag43 ON lorsqu’on exerce, en sa 
faveur, une pression de sélection artificielle 
(ronds pleins). Elle consiste à laisser la culture 
statique pour permettre la floculation. Lors des  
reprises, deux fois par jour, on prélève 
systématiquement 10 µL de sédiment au fond du 
tube pour inoculer la culture suivante. Le 
phénotype Ag43 ON, agrégé, sédimente plus 
vite. Sa fraction est donc plus grande dans le 
sédiment. La dynamique sous contrôle de la 
variation de phase en phase stationnaire 
homogène (losanges blancs) est rappelée pour 
comparaison. 
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seulement 5% de phénotype Ag43 ON. On observe sur la figure (Figure 3-12) qu’en deux jours 
seulement la fraction d’Ag43 ON atteint 28%. 

Cette augmentation peut être comparée au seul cas où nous avions vu la fraction Ag43 ON 
augmenter jusqu’à présent : la phase stationnaire homogène. Dans ces conditions l’augmentation 
était due uniquement à la fréquence de transition de l’état OFF vers l’état ON. La comparaison sur la 
Figure 3-12 met en évidence la part de l’avantage sélectif dans cette dynamique.  

Les conditions environnementales discutées dans ce paragraphe sont équivalentes à la dilution en 
série en milieu statique. Seul le mode de prélèvement lors de la dilution change. Il était justement 
réalisé après avoir parfaitement homogénéisé la culture pour éviter tout biais. En l’absence d’un 
avantage sur les chances de colonisation, le phénotype Ag43 ON voit sa fraction passer de 85% à 
moins de 1% en quatre jours (Figure 3-10 gauche). La différence entre les deux scénarios est donc 
frappante. 

Ce résultat est obtenu avec un avantage à la colonisation qui est bien moins fort que celui d’une 
bactérie qui, grâce à son adhésine Ag43, serait la seule à pouvoir initier une croissance intracellulaire 
comme nous l’avons évoqué au début de ce chapitre (Figure 3-1). De plus, l’enjeu de la colonisation 
est accentué dans un contexte multi-espèces. 

 

 

Finalement, nous voyons que le gène ag43 exprimé peut constituer un avantage sélectif ponctuel. 
Dans de nombreuses situations, nous avons également vu qu’il est très défavorable car il induit 
l’agrégation. Par conséquent, si une souche exprime ce gène de manière constitutive, elle a de 
grandes chances d’être envahie par un mutant. Une modification de la séquence peut empêcher 
l’expression fonctionnelle du gène ag43. La fonction serait alors perdue pour la souche. Pour illustrer 
ce rôle de protection de la fonction, nous avons comparé la dynamique de composition 
phénotypique de notre souche, sujette à la variation de phase, avec celle d’un mutant porteur d’un 
gène Ag43 dont l’expression est constitutive. Ce mutant a été construit par Christophe Beloin de 
l’Institut Pasteur (Chauhan et al. 2013). Le mutant exprime donc exclusivement un phénotype Ag43 
ON (Figure 3-13). On constate que la variation de phase permet effectivement de générer un 
phénotype non agrégé, plus rapidement que s’il faut attendre une mutation. Les phénotypes Ag43 
OFF de la variation de phase peuvent donc coloniser l’environnement défavorable au phénotype 
Ag43 ON avant les mutants qui ont altéré durablement la fonction du gène ag43. De cette manière, 
la fonction du gène est préservée en atténuant son coût sélectif. C’est un mécanisme plus simple 
qu’une régulation sensible à des signaux environnementaux, mais qui permet tout autant de 
conserver des fonctions dans les périodes où elles ne sont pas utiles. Enfin, l’expression pertinente 
d’un gène en réponse à l’environnement n’est probablement pas toujours possible. 
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Figure 3-13 
Comparaison de l’évolution de la fraction de phénotype Ag43 ON au cours de la phase stationnaire dans un 
environnement statique, pour un mutant strictement Ag43 ON (diamant vert), et la souche originale qui est 
sujette à la variation de phase pour ag43 (triangle noir). Pour le mutant, la disparition du phénotype Ag43 ON 
indique l’apparition de mutation qui empêche l’expression du phénotype. On constate que la variation de 
phase permet de générer plus rapidement le phénotype Ag43 OFF et cela peut prévenir l’apparition des 
mutants et préserver la fonction du gène ag43. 
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3.4 Conclusion 
 

Nous avons montré que notre méthode de phénotypage sur bactérie unique permet de déterminer 
la composition phénotypique d’une population. En effet, grâce à l’analyse d’une mesure quantitative 
riche, ou à « haut-contenu », nous pouvons discriminer et compter les deux phénotypes de la 
variation de phase du gène ag43. Ce phénotypage est réalisé sans rapporteur spécifique, ni milieu 
révélateur particulier. 

La technique a ensuite été utilisée pour montrer expérimentalement que la sélection naturelle et la 
compétition intra-clonale jouent un rôle majeur dans la dynamique de population des états 
phénotypiques d’une variation de phase. Cet effet est souvent supposé mais il n’a jamais été mesuré 
à notre connaissance. Nous avons mesuré l’avantage sélectif associé. Ce résultat soutient l’idée que 
le mécanisme de régulation permet simplement de générer rapidement et spontanément deux 
phénotypes possibles. Aucune interaction particulière avec l’environnement ne déclenche les 
changements d’état phénotypique. C’est la sélection naturelle, appliquée aux deux états 
d’expressions d’un même génome, qui régule ensuite la composition de la population. La population 
s’adapte ainsi à son environnement sans voie de signalisation moléculaire particulière pour 
reconnaître les conditions environnementales. Enfin, la variation de phase permet, comme nous 
l’avons illustré, de conserver des fonctions potentiellement utiles qui représentent un coût sélectif le 
reste du temps. Beaumont et al. suggèrent ainsi que les mécanismes de variation de phase, 
totalement indépendants de l’environnement, seraient antérieurs aux systèmes de régulations 
stimulables. 

Cette première étude est une validation de la démarche, qui consiste à lire le profil phénotypique 
d’une population dans notre champ d’observation qui est défini par notre technique de mesure. 
L’idée est d’observer indirectement les phénotypes par une lecture neutre pour éviter d’introduire 
un biais. Évidemment, il est probable que notre phénotypage soit partiel, qu’il ne permette pas de 
distinguer certains phénotypes et/ou génotypes radicalement différents mais qui auraient la même 
signature. Cependant, on peut probablement déjà observer beaucoup de phénomènes de diversité 
phénotypique dans la limite de notre technique d’analyse. C’est ce que nous allons présenter à 
présent. 
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4 Adaptation à une faible concentration d’ampicilline 

4.1 Introduction 

4.1.1 Contexte 
La découverte des antibiotiques dans les années 30 et leur utilisation massive depuis la seconde 
guerre mondiale ont considérablement modifié la médecine moderne. Non seulement les 
antibiotiques permettent de soigner de nombreuses infections microbiennes, mais surtout ils ont 
permis le développement de techniques médicales très exigeantes pour notre système immunitaire : 
chirurgie et chimiothérapie par exemple. Les enjeux économiques et l’utilisation d’antibiotiques sont 
également importants dans les filières agricoles et agroalimentaires. (Bud 2007) 

L’utilisation des antibiotiques a été accompagnée de l’apparition de micro-organismes résistants. Ce 
phénomène est une conséquence de l’adaptation des micro-organismes à leur environnement. Lors 
d’un traitement antibiotique, les bactéries les plus sensibles sont éliminées plus rapidement. Les plus 
résistantes sont sélectionnées. La plupart des mécanismes de résistance, et les gènes associés, 
étaient présents dans la nature avant l’utilisation des antibiotiques par l’homme. Le recours parfois 
déraisonnable aux antibiotiques a augmenté la part de bactéries résistantes dans notre 
environnement (Davies et Davies 2010). Mais le plus inquiétant pour notre santé est l’émergence de 
bactéries multi-résistantes (BMR) qui ont acquis les moyens de survivre à plusieurs classes 
d’antibiotiques. Ces classes correspondent à des modes d’actions différents contre les bactéries. Elles 
exigent donc le plus souvent l’acquisition de mécanismes de résistance différents (Wright 2007). 

Le nombre de classes d’antibiotiques est limité. En trouver d’autres est devenu une tâche visiblement 
difficile. Entre 1962 et 2000 aucune nouvelle classe d’antibiotique n’a été découverte (Wright 2007). 
Les infections multi-résistantes sont difficiles à soigner. Dans certains cas nous ne disposons plus de 
traitement efficace contre des bactéries dites hautement résistantes (Teillant et Reynaudi 2012). 

L’apparition de BMR a conduit à des mesures restrictives sur l’utilisation des antibiotiques dès les 
années 70. Depuis les années 2000, les cas d’infections multi-résistantes dans les hôpitaux restent en 
constante augmentation. De nombreux efforts visent à organiser et modifier l’utilisation des 
antibiotiques pour qu’elle soit plus raisonnable et stratégique. (Teillant et Reynaudi 2012) 

Pour répondre à cette menace, les mécanismes d’émergence des résistances doivent être élucidés. 
Comprendre les lois de l’écologie et de l’évolution liées aux résistantes aux antibiotiques pourraient 
permettre de modifier nos pratiques pour prévenir ou ralentir le phénomène (Davies et Davies 2010). 
Par exemple, l’utilisation d’antibiotiques à titre préventif dans les élevages, ou la prescription 
inappropriée chez l’homme, semblent favoriser l’apparition et le maintien de micro-organismes 
résistants. 

Les expériences d’évolution en laboratoire sur des populations bactériennes exposées à un agent 
antibiotique contribuent à cet effort (Hall 2004). Les techniques de séquençages de l’ADN 
permettent de cataloguer les mutations qui émergent en laboratoire et de les comparer avec celles 
observées dans les souches issues de patients (Palmer et Kishony 2013). Le plus souvent, on observe 
une concordance des résultats. Cela pourrait motiver des travaux d’anticipation en laboratoire, pour 
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connaître à l’avance les mécanismes de résistance plausibles contre les nouveaux antibiotiques 
(Perron, Zasloff, et Bell 2006). 

Certains facteurs pourraient favoriser le développement de souches résistantes. L’un d’eux est 
l’exposition répétée, ou prolongée, à de faibles concentrations d’antibiotiques (Gullberg et al. 2011). 
Les bactéries peuvent croître mais en présence de l’antibiotique certaines mutations, ou certains 
états phénotypiques, peuvent avoir un léger avantage sélectif. Leur représentation dans la 
population augmente en conséquence (Laureti, Matic, et Gutierrez 2013). II ne s’agit pas d’un crible 
brutal pour une résistance radicalement plus élevée. Progressivement, les mutants plus résistants 
s’accumulent (Martinez et Baquero 2000). Ces conditions de faibles concentrations en antibiotiques 
constituent une menace sérieuse qui peut intervenir dans deux contextes différents. La pollution de 
l’environnement, avec les résidus de traitements des patients ou du bétail, crée de véritables 
pépinières à souches résistantes (Kümmerer et Henninger 2003). Les concentrations en antibiotique 
dans les différentes parties du corps d’un patient varient localement et au cours du temps. Cette 
hétérogénéité pourrait créer un terrain favorable à l’apparition de résistances pendant le traitement 
(Zhang et al. 2011). Si ce phénomène est confirmé et mieux étudié, les efforts pour limiter les rejets 
d’antibiotiques dans la nature pourraient s’accentuer. Les modes d’administration des antibiotiques 
aux patients pourraient également être adaptés. 

4.1.2 Objectifs 
Une exposition à de faibles concentrations d’antibiotique pourrait favoriser l’accumulation d’une 
multitude de phénotypes résistants (Martinez et Baquero 2000). Elle favoriserait la diversité au sein 
de la population qui s’enrichit avec différents niveaux et différents modes de résistance. Nous 
souhaitons observer et mesurer cette diversité. 

Pour modéliser l’effet d’exposition à de faibles concentrations dans la nature, nous proposons 
d’étudier la dynamique de population sous l’effet d’une concentration d’antibiotique inférieure à la 
concentration qui inhiberait la croissance. Ainsi, nous évitons de sélectionner violemment des 
mutants rares possédant une résistance très grande. Nous cherchons à nous placer dans les 
conditions les plus favorables à l’émergence de diversité, et à nous rapprocher de situations qui 
existent dans la nature. Les défis environnementaux que rencontre une population de bactéries ne 
sont pas toujours radicaux. 

Actuellement, l’étude des mutations responsables de la résistance à un antibiotique passe par 
l’utilisation de milieux concentrés en antibiotique pour révéler les clones les plus résistants (Salverda 
et al. 2011). Cette approche se concentre donc sur les meilleurs mutants et bien souvent les plus 
rares. Toute la diversité est éliminée par une sélection forte. Nous cherchons à analyser les 
modifications progressives qui permettent à une population de s’adapter sans nécessairement de 
rupture brusque. Par conséquent, nous réduisons la sélection lors de l’analyse de la diversité au 
minimum. La phase d’adaptation et la mesure de la composition phénotypique sont découplées le 
plus possible. Pour cela, nous lirons la diversité dans du milieu sans antibiotique, c'est-à-dire dans 
des conditions les plus neutres et les plus favorables possibles. 

Même en diminuant la sélectivité, l’analyse de la diversité reste problématique. L’idéal pour révéler 
la diversité serait d’analyser tous les individus de la population. Ce n’est évidemment pas possible 
pour une population de quelques milliards de bactéries. Le plus souvent il faut donc choisir en 
aveugle un nombre de colonies que l’on va caractériser. Les techniques d’analyse étant encore peu 
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parallélisées, la durée d’une étude augmente linéairement avec le nombre de clones que l’on 
souhaite étudier. 

Nous proposons donc d’utiliser notre instrument de mesure parallélisée en millifluidique pour lire la 
diversité. Nous pouvons ainsi mesurer entre 100 et 1000 individus de la population. Il s’agit encore 
d’une vision très partielle de la diversité. La taille de l’échantillon analysé implique que nous ne 
détecterons pas les mutants qui représenteraient moins de 1% de la population. Nous observons 
donc les phénotypes nouveaux qui ont réussis à augmenter suffisamment leur part dans la 
population. En revanche, nous pouvons obtenir sur chaque bactérie une information quantitative 
riche. Nous mesurons la courbe de croissance dans le milieu LB. Nous obtenons une image de la 
population. Cette image a ses limites de résolution. Pour autant, elle contient de l’information sur les 
phénotypes qui composent la population. 

Le phénotypage est réalisé dans un milieu permissif (sans antibiotique). La population de bactéries 
placée sous contrainte avec l’antibiotique, est donc analysée en relâchant cette contrainte lors de la 
culture de bactérie individuelle en goutte sans antibiotique. Cette démarche évite d’exercer une 
sélection supplémentaire au moment de la lecture. En revanche, elle nécessite que l’adaptation à la 
présence d’antibiotique ait des conséquences sur la croissance sans antibiotique. Autrement dit, il 
faut que le phénomène qui nous intéresse ait des conséquences dans notre espace d’observation.  

Notre lecture des paramètres de croissance d’une colonie entre 1000 et 105 individus est très 
globale. Elle a l’avantage d’être simple et nous pensons qu’elle peut permettre de lire une part de la 
diversité. Elle intègre massivement de nombreuses fonctions cellulaires sur un grand nombre de 
bactéries. Elle peut être sensible à une grande variété de modifications. Mais il faut que ces 
modifications soit suffisamment fortes pour induire un changement observable sur la courbe de 
croissance. De tels changements ne sont sans doute pas les plus nombreux a priori, car de 
nombreuses modifications mineures de protéines ou de niveau d’expression n’auront aucune 
répercutions sur la vitesse de croissance ou la quantité finale de bactéries. Les expériences 
d’évolution et d’adaptation en laboratoire semblent indiquer que nous devrions observer des effets. 
En effet, de nombreux scénarios d’adaptation impliquent en premier lieu des modifications de 
grandes voies de régulation, qui peuvent donc avoir un effet massif sur la croissance (Ryall, Eydallin, 
et Ferenci 2012).  

Notre lecture opère également un filtrage sur le caractère héréditaire des modifications. Le 
phénotype, que nous associons à chaque bactérie unique encapsulée, est mesuré sur sa 
descendance, entre la 10e et la 17e génération. Pour qu’un caractère reste identifiable à cette 
« distance » temporelle et à travers la moyenne opérée sur toute la descendance, il doit être très 
largement conservé par la descendance (Chapitre 2, 2.4.3). Le cas de l’identification de l’état 
d’expression du gène ag43 illustre très bien ce principe. 

 

Nous souhaitons observer la dynamique de population et la diversification induite par un traitement 
antibiotique faible. Ce sous-dosage en antibiotique conduit-il tout de même à une population plus 
résistante ? Quelle est la complexité de cette population qui s’adapte ?  
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Enfin l’exposition à un antibiotique peut être un changement environnemental temporaire. Nous 
avons donc envisagé la persistance des modifications apparues dans un environnement sans 
antibiotique. 

4.1.3 Méthode expérimentale 
 

Notre protocole comporte deux phases distinctes. La première est l’adaptation d’une population 
soumise à l’antibiotique. La seconde est l’analyse de cette population avec l’instrument de 
phénotypage.  

Adaptation de la population 
Une population de bactéries E. coli, constituée à partir d’une colonie prélevée sur un gel LB-agar,  est 
exposée à l’ampicilline. Elle est propagée dans un volume macroscopique (5mL) de milieu de culture 
avec une concentration d’ampicilline inférieure à la concentration minimale d’inhibition (CMI). Deux 
fois par jour, on relance la culture dans du milieu frais avec une dilution d’un facteur 2000. Une fois 
par jour, un échantillon de cette population est prélevé et congelé. On s’arrête après 80 générations 
en présence d’antibiotique. On caractérise l’adaptation de la population par une nouvelle mesure de 
CMI en microplaque. 

Analyse des échantillons de population 
Dans un second temps, on réalise le phénotypage des échantillons collectés avec le système 
millifluidique. Nous mesurons alors la diversité. Nous utilisons ensuite le module de tri (2.2.3 p.54) 
pour isoler un phénotype nouveau. On observe alors la stabilité de ce phénotype en absence 
d’ampicilline. Enfin, nous analysons la résistance à l’antibiotique des différents phénotypes observés. 

 

4.2 Adaptation à une faible concentration d’antibiotique  
Notre objectif est d’observer une dynamique de diversification avec notre lecture quantitative sous 
l’effet d’un antibiotique sous-dosé. Nous avons d’abord ajusté cette « faible » concentration 
d’ampicilline à laquelle est exposée la population de départ. La concentration doit constituer un 
stress pour la population mais ne pas inhiber la croissance. Nous voulons surtout éviter de 
sélectionner un unique mutant rare à cause d’une pression de sélection trop forte. Ensuite, nous 
évaluons le processus d’adaptation qui a eu lieu en mesurant le changement de résistance à 
l’ampicilline à l’échelle de la population. 

4.2.1 Ajuster le défi adaptatif 
Pour le dosage d’un antibiotique, on se réfère à la Concentration Minimum d’Inhibition (CMI). Celle-
ci est déterminée suivant des méthodes standards. 

Dans sa thèse, Fabien Bertholle (2010), a développé la technique de culture de microorganismes en 
millifluidique, utilisée dans notre étude, pour l’appliquer à la détermination de CMI. Il soulignait alors 
l’importance de l’effet de l’inoculum. En effet, la mesure de la CMI dépend du nombre de bactéries 
initialement exposées à l’antibiotique. Ce constat ne fait pas l’unanimité (Craig, Bhavnani, et 
Ambrose 2004). Beaucoup de mécanismes peuvent contribuer à cet effet et ils dépendent du couple 
antibiotique-bactérie considéré. Il est donc difficile d’arriver à une compréhension générale et simple 



4.2   Adaptation à une faible concentration d’antibiotique 
 

103 
 

du phénomène. La pertinence clinique de ce résultat de laboratoire est souvent contestée et réduit 
les efforts de recherche sur le sujet. 

Pour l’étude discutée dans ce chapitre, cet effet de l’inoculum sur la sensibilité d’une population aux 
antibiotiques joue un rôle significatif. On constate que les valeurs de CMI varient en fonction de la 
taille de l’inoculum (Tableau 4-1). Le nombre et la densité de bactérie initiaux sont indiqués dans le 
tableau, car les deux peuvent jouer sur l’effet d’inoculum. On donne également un résultat obtenu 
en préparant un gradient en millifluidique (2.2.1.3) avec en moyenne dix bactéries par goutte. 

Nous cherchons à propager une grande population avec une concentration d’antibiotique juste 
inférieure à sa CMI. L’inoculum est de l’ordre de 5.106 dans 5 mL. Par conséquent, nous avons choisi, 
comme référence, la CMI obtenue en microplaque avec un inoculum de 106 cellules par millilitre. 
Ainsi, notre population de départ est exposée à 100µg/mL d’ampicilline, soit une concentration six 
fois inférieure à sa CMI. 

La population que nous soumettons à l’ampicilline possède un gène de résistance à l’ampicilline, 
ampR. Il a été introduit en même temps que le gène de fluorescence yfp et ils sont donc contigus. Le 
gène de résistance est responsable de la synthèse d’une enzyme, la bêta-lactamase, qui dégrade 
l’ampicilline et la rend inactive. L’activité de cette enzyme implique que la concentration 
d’antibiotique dans le milieu n’est pas constante. Elle décroit au cours du temps. La pression de 
sélection est donc plus forte au début, puis elle diminue. 

 

4.2.2 Résistance à l’antibiotique acquise par la population 
 

Les populations traitées pendant 70 générations avec une concentration de 100µg/mL d’ampicilline 
ont une résistance à l’ampicilline accrue. La concentration nécessaire pour inhiber leur croissance est 
devenue deux à quatre fois supérieure à celle de la population de départ (Figure 4-1). L’exposition 
prolongée à une faible dose d’antibiotique, n’inhibant pas la croissance de la population bactérienne, 
conduit systématiquement à une augmentation de la résistance mesurée pour cette population. Cet 
effet a été observé pour quatre expériences indépendantes. 

Ce résultat confirme que l’exposition à une concentration d’antibiotique même faible conduit à une 
résistance accrue. On peut imaginer ce processus comme un mécanisme à cliquet. C'est-à-dire, des 

Tableau 4-1 
Valeurs de concentrations minimales inhibitrices en µg/mL pour l’ampicilline. Deux techniques et 
différentes tailles d’inoculum sont comparées, en soulignant l’importance du nombre et de la densité de 
cellule. 

 Gouttes millifluidiques Microplaque 96 puits 

Cellules/test 10 5.103 1.105 1.107 
Cellules/mL 105 5.104 1.106 1.108 

Ampicilline 130 150 600 >2500 
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petits pas sans retour possible. La contribution de ce phénomène à l’émergence de populations 
résistantes semble confirmée. En effet, une population peut être progressivement exposée à de 
petite augmentation de concentration en antibiotique. Chaque palier adaptatif est aisément franchi 
et à long terme le processus peut conduire à des niveaux de résistance très élevés. L’apparition de 
phénotypes hautement résistants n’est plus, selon cette route, dépendante de l’acquisition d’une 
mutation exceptionnelle et donc très rare. De plus, la population qui se maintient dans un 
environnement contenant des concentrations élevées d’antibiotique par d’autres moyens a de 
grandes chances d’acquérir plus tard cette mutation exceptionnelle, à la manière d’une assimilation 
génétique (Kaneko 2009) (Waddington 1953). 

 

 

4.3 Dynamique phénotypique de la population 
Nous allons maintenant présenter l’évolution de la diversité au cours du temps sous l’effet de 
l’antibiotique. Nous réalisons le phénotypage systématique de la population après différentes 
périodes d’exposition à l’antibiotique. Nous mesurons les courbes de croissances issues de bactéries 
uniques dans du milieu LB qui constitue notre image de la diversité. Notre lecture est neutre au sens 
où nous n’appliquons aucune sélection lors de cette mesure, contrairement à de nombreuses études 
sur l’émergence de résistances aux antibiotiques. Cette neutralité implique que nous ne verrons que 
les modifications collatérales à l’augmentation de la résistance. Et ces modifications doivent être 
héréditaires et avoir un effet significatif sur la croissance dans un milieu LB. 

Nous avons effectivement observé une diversification au sein de la population. La population de 
départ n’exprime qu’un seul état identifiable dans notre espace d’observation. Après l’exposition à 
l’antibiotique on identifie systématiquement au moins un nouveau phénotype dont la courbe de 
croissance a changé. Ce phénotype semble terminer sa croissance avec deux fois plus d’intensité. 
Enfin, nous avons étudié la stabilité de ce phénotype lorsqu’on le cultive à nouveau dans un milieu 
sans ampicilline. 

Valeur de CMI en mg/mL 
Pour quatre expériences indépendantes, les 
CMI sont mesurées avec un inoculum de 106  
bactéries par millilitre en plaque 96 puits avant 
et après 80 générations d’exposition à 0,1 
mg/mL d’ampicilline. 

 1 2 3 4 
Avant 0,6 0,6 0,6 0,3 
Après 1,2 1,2 1,2 1,2 

 

Après adaptation 
Référence 

Figure 4-1 
À gauche, comparaison de la sensibilité à l’ampicilline pour une population avant (rond bleu) et après (triangle 
vert) une exposition pendant 80 générations à 0,1 mg/mL d’ampicilline. 
À droite, évolution de la CMI après l’exposition à l’ampicilline pour quatre expériences indépendantes. 
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4.3.1 La population initiale 
Dans un premier temps nous analysons notre point de départ. Il s’agit d’un « blanc » et d’un 
« étalonnage » de notre mesure de la diversité.  

Nous faisons le choix de limiter la diversité présente dans cette population initiale. On sélectionne un 
individu unique. La diversité pour un individu est réduite au minimum. Au cours de la croissance de la 
colonie, les nombreux mécanismes décrits dans le Chapitre 1 participent à la diversification. 

Notre population initiale, ou population de référence, résulte de la croissance d’une bactérie unique 
sur un gel de LB-agar à 37°C. Après environ trente générations, la population constitue une colonie 
de 1 mm de diamètre sur le gel. Cette colonie isolée est dispersée dans 5 mL de milieu LB et incubée 
à 37°C. Lorsqu’elle atteint la phase stationnaire, la population est congelée en ajoutant 20 % de 
glycérol. Au final la population de référence est séparée de l’ancêtre commun unique par 40 
générations. 

La variation de phase du gène ag43, vue au Chapitre 3, participe à la diversification pendant ces 40 
générations. Notre mesure est plus précise pour le phénotype qui ne s’agrège pas. Nous faisons le 
choix de partir d’un ancêtre n’exprimant pas l’antigène 43. Pour la suite, nous décidons d’ignorer les 
phénotypes Ag43 ON, agrégés, qui apparaissent en raison du mécanisme de variation de phase. 

 

La population qui sert de point de départ à nos expériences est caractérisée avec notre méthode de 
phénotypage. Sur la Figure 4-2, on peut voir que la diversité mesurable initialement est faible. 
L’analyse détaillée donne les mêmes résultats que ceux décrits à la fin du Chapitre 2 (2.4.3 p.64). On 
peut conclure que notre population de référence ne révèle aucune diversité mesurable avec notre 
instrument. Tous les phénotypes de la population ont la même image dans notre espace 
d’observation 
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Figure 4-2 
Courbes de croissances (à gauche) d’un échantillon de cellules uniques issues d’une colonie obtenue à partir 
d’une seule bactérie (30 générations sur un gel LB agar et 10 générations dans du milieu LB liquide). La 
distribution de la fluorescence finale (à droite) est très étroite. 
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4.3.2 Apparition de diversité 
Le phénotypage des échantillons révèle l’apparition de nouveaux phénotypes au cours du traitement 
à l’ampicilline. La diversification phénotypique a été observée lors de sept expériences distinctes, à 
partir de clones différents. Elle est observable dès 20 générations d’exposition. Elle apparaît sous la 
forme de quelques courbes très différentes de la population de référence. 

D’après les courbes de croissance mesurées, on peut définir au moins quatre classes distinctes, ce qui 
indique la coexistence de plusieurs phénotypes (Figure 4-3). Ces classes sont identifiées grâce 
l’intensité de fluorescence finale. Certaines courbes saturent à des valeurs deux et trois fois 
supérieures (courbes jaunes et rouges) à celles du phénotype de départ (courbes bleues). Ce résultat 
illustre également le cas des co-encapsulations (Figure 2-16 p.62). Certains réacteurs peuvent 
contenir initialement deux bactéries ou plus. On peut donc observer des phénotypes mixtes. C’est le 
cas de la classe verte sur la Figure 4-3, qui correspond à la co-encapsulation de deux autres 
phénotypes (bleu et jaune). 

Les temps de division et temps de détection, estimés d’après les courbes ne révèlent pas de 
diversification (Figure 4-3). En effet, on n’observe pas de classes distinctes, et les coefficients de 
variation n’augmentent pas significativement par rapport à notre référence (2.4.3 p.64). 

L’ensemble des phénotypes nouveaux qui apparaissent présentent des courbes de croissances de 
plus grande amplitude que le phénotype de la population de départ. Cela suggère une augmentation 
de rendement, c'est-à-dire la quantité de bactérie, ou un niveau d’expression de la protéine 
fluorescente YFP plus élevé. Si le rendement est plus élevé, cela constitue un avantage sélectif non 
négligeable. On considère le plus souvent la vitesse de croissance comme dominante, pourtant dans 
la situation d’une culture par dilution en série, la capacité à exploiter au mieux l’environnement est 
déterminante. En effet, la population expérimente l’épuisement des ressources avant chaque 
dilution. Dans ce contexte, un phénotype qui a un meilleur rendement augmente sa représentation 
dans la population. Pourtant, il est difficile d’envisager comment la concentration d’antibiotique 
appliquée pourrait favoriser un phénotype à rendement accru. Nous verrons dans le paragraphe 4 ce 
qui l’en est. 

L’apparition de la diversité, dans notre espace d’observation, se fait sous forme de classes discrètes. 
Les états phénotypiques qui émergent sous l’effet de l’antibiotique s’organisent en quelques groupes 
d’intensités de fluorescence finales. Cette image de la diversité dans la population, que nous donne 
l’instrument de phénotypage, est particulière. La diversité aurait pu apparaître sous la forme d’une 
élargissement des distributions des valeurs des paramètres extraits des courbes. Mais on constate 
qu’elle se traduit par l’apparition de nouvelles valeurs possibles dans notre espace d’observation. Au 
sein des classes qui correspondent à ces valeurs possibles, le coefficient de variation ne change pas. 
Les pics correspondant à la classe jaune et la classe bleu ont la même largeur (Figure 4-3 B). Cette 
organisation de la diversité vis-à-vis du caractère que nous mesurons témoigne de la dynamique de 
population qui se joue dans la phase d’adaptation. 
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Figure 4-3 
A : Courbes de croissances obtenues lors du phénotypage d’une des lignées après 70 générations sous 
100µg/mL d’ampicilline 
B : Histogramme des niveaux de fluorescence à saturation. 
Les couleurs mettent en évidence 4 classes de courbes distinctes. On peut identifier 2 phénotypes (rouge, 
jaune) dont les courbes de croissances diffèrent nettement du phénotype original. La classe bleue rassemble un 
phénotype assimilé à la population initiale. Enfin la dernière classe (vert) rassemble majoritairement les 
courbes de croissance dues à la co-encapsulation (2.4.2 p.60) d’individus des classes jaune et bleue. 
C et D : Histogrammes des temps de divisions et des temps de détections (2.4.3 p.64). Il n’y a pas de diversité 
identifiable : ni classe ni élargissement significatif des distributions. 
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La dynamique de population pendant l’adaptation peut en effet expliquer l’observation de classe. Si 
l’antibiotique n’entraîne la sélection que d’un clone particulier dont la courbe de croissance est 
distincte du phénotype de départ, on obtient cette structure en bande que nous observons. Cette 
dynamique n’a rien de surprenant, elle coïncide avec l’idée que les modifications bénéfiques, 
susceptibles d’être sélectionnées, sont rares. Dans le temps de l’expérience une seule a pu 
apparaître. Sa descendance a pris de l’importance dans la population, grâce à un avantage. Toute 
cette descendance partage naturellement une même signature dans notre espace d’observation et 
constitue une classe. L’autre mode de diversification imaginé au départ, sans classe apparente, exige 
une dynamique de population radicalement différente. Une diversification continue se traduisant par 
une augmentation du coefficient de variation, exige l’apparition d’un grand nombre de modifications 
efficaces simultanément. En effet, pour former une distribution élargie sur notre image de la 
diversité, il faut que plusieurs phénotypes parviennent à augmenter leur représentation dans la 
population jusqu’à être observable, c'est-à-dire jusqu’à représenter environ 1% de la population. Ceci 
est peu probable étant données les fréquences des ingrédients de la diversification cités au 
Chapitre 1. En plus de la rareté, un autre élément de dynamique de population intervient. Le nombre 
de phénotypes nouveaux observables est limité car seules les modifications les plus avantageuses 
vont augmenter leur représentation suffisamment rapidement pour être observées. On parle 
d’interférence clonale. Ce compromis inévitable sur la probabilité d’apparition et l’avantage sélectif 
associé est très bien décrit par les travaux de Hegreness (2006). Quel que soit la relation imaginée 
entre la probabilité d’apparition et l’avantage sélectif acquis, il existe un optimum pour les chances 
de succès. Le changement ne doit pas être trop rare, et être suffisamment avantageux. Dans notre 
cas, nous n’observons que les phénotypes nouveaux qui sont apparus et ont réussi à augmenter leur 
présence dans la population au-dessus de 1% en moins de 80 générations. 

On observe systématiquement l’apparition d’un nouveau phénotype principal (jaune sur la Figure 
4-3), dont la courbe de croissance atteint un plateau plus élevé que le phénotype de départ. Ce 
principal phénotype nouveau que nous observons est non seulement exclusif lorsqu’il apparaît, mais 
il semble avoir une très forte probabilité d’apparaître. Cela confère un caractère prédictible, et donc 
déterministe, à l’adaptation d’une population à une concentration d’antibiotique sub-inhibitrice. 

Un autre aspect des résultats nous renseigne sur la dynamique en jeu lors de l’adaptation. Toutes les 
répétitions de l’expérience, y compris celles réalisées avec des clones de départ différents, 
conduisent à la même image de diversification. La Figure 4-3 est représentative de l’ensemble des 
résultats obtenus. La Figure 4-4 représente la fraction de phénotypes nouveaux en fonction du temps 
d’exposition à l’ampicilline. 

L’observation de l’évolution temporelle de la fraction de nouveaux phénotypes, qui sont différents 
du phénotype de départ, semble indiquer un envahissement rapide sur les 60 premières générations, 
puis un ralentissement voire une stagnation (Figure 4-4). Ces deux régimes peuvent être dus à une 
perte de l’avantage lorsque ces phénotypes augmentent en proportion dans la population. On peut 
également imaginer que d’autres modifications apparaissent avec un avantage équivalent, mais avec 
une signature identique au phénotype de départ dans notre espace d’observation. 

Le coefficient de sélection des phénotypes émergents par rapport au type ancestral peut être estimé 
à 0,1 (Figure 4-4). Autrement dit la fraction du phénotype augmente en moyenne de 10% de sa 
valeur à chaque génération. Dans les conditions de la phase d’adaptation on peut interpréter cet 
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avantage de plusieurs manières différentes. Soit le taux de croissance en présence d’ampicilline 
pourrait être 10% plus rapide, c'est-à-dire que le temps de division dans ces conditions serait 13% 
plus court. Soit le taux de survie peut être ponctuellement trois fois supérieur toutes les dix 
générations. Ce serait par exemple le cas si le nouveau phénotype survivait mieux au transfert dans 
le milieu frais qui contient effectivement 0,1 mg/mL d’ampicilline avant que l’antibiotique ne soit 
progressivement dégradé. 

Si on extrapole la dynamique de population avec cet avantage sélectif, vers le début de l’exposition à 
l’antibiotique, on estime que le phénotype émergent représentait une fraction de la population 
comprise entre 10-4 et 10-3. Or la population initialement exposée à l’antibiotique, ou prélevée lors de 
chaque dilution, est de 107 individus. Dans ces conditions, les phénotypes que l’on voit émerger sont 
présents avant la première exposition à l’antibiotique. On estime que 1000 ou 10 000 individus 
exprimant ces phénotypes feraient déjà partie de la population au début de l’expérience. Cette 
situation expliquerait le caractère prédictible ou systématique de l’apparition de ce phénotype. Il 
s’agirait d’une forme de stratégie de « bet hedging », comme celle discutée au sujet du gène ag43. 
On peut également imaginer que le phénotype apparait après l’exposition à l’antibiotique. À son 
apparition dans la population, il est unique dans la population, et celle-ci contient entre 107 et 1010 
individus. Dans ce cas, son avantage sélectif doit lui permettre d’envahir violemment la population 
pour passer de 10-5 % à 1% de la population en seulement 20 générations. Sous forme de survie 
ponctuelle, il aurait 105 fois plus de chance de survivre lors du transfert dans le milieu frais contenant 
l’ampicilline. En termes de temps de divisions, il se diviserait près de deux fois plus vite en présence 
d’antibiotique. 

  

Figure 4-4 
Représentation de la dynamique générale d’envahissement de la population par les phénotypes adaptatifs.  
L’avantage sélectif des nouveaux phénotypes estimé sur les premières générations est de 0,10. Il semble que   
l’avantage sélectif diminue nettement après 50 générations. 
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Avec ces premiers résultats, nous avons vu que l’augmentation de la résistance à l’ampicilline de la 
population s’accompagne d’une diversification phénotypique. Cette diversité est révélée par notre 
instrument de phénotypage, ce qui signifie que les modifications sélectionnées en présence 
d’ampicilline ont un effet que nous mesurons sur la courbe de croissance en milieu LB sans 
ampicilline. La diversité se structure en classes dans notre espace d’observation. Cette image de la 
diversité est très probablement la conséquence des dynamiques de population décrivant 
l’adaptation : la rareté des modifications bénéfiques et les interférences clonales. Un phénotype 
produisant apparemment deux fois plus de biomasse apparaît systématiquement (classe jaune). On 
peut expliquer cette apparition inéluctable, soit par un avantage sélectif très fort pendant les 
premières générations suivant son apparition, soit par sa présence au sein de la population avant 
l’exposition à l’antibiotique. Dans les deux cas, l’avantage sélectif semble diminuer au fil des 
générations. 

Nous avons suggéré que les faibles concentrations produisent une adaptation à l’antibiotique 
progressive. Si chaque petit palier adaptatif est stable, c’est à dire si la légère augmentation de la 
résistance ne disparaît pas dès que le milieu ne contient plus d’antibiotique, on peut imaginer un 
« effet cliquet ». La résistance à l’antibiotique peut augmenter par petits pas non réversibles. Pour 
envisager plus en détail cette réversibilité, nous avons étudié la stabilité du nouveau phénotype. 
Nous l’avons isolé grâce au module de tri (2.2.3 p. 54). Puis nous l’avons cultivé sans ampicilline en 
suivant au cours du temps l’image de la diversité que nous donne notre instrument de phénotypage. 
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4.3.3  Relaxation en milieu permissif 
Nous voulons étudier la stabilité d’un phénotype apparu sous l’effet d’une exposition temporaire à 
une faible concentration d’antibiotique. Nous proposons d’isoler le phénotype qui a une saturation 
de courbe de croissance plus élevée, de le cultiver en milieu sans antibiotique tout en suivant la 
composition phénotypique. Le milieu est permissif car nous relâchons la contrainte sélective que 
représentait la faible concentration en antibiotique. Ce que nous appelons la stabilité du phénotype 
peut se décomposer en deux phases. D’abord, il y a le temps nécessaire à l’apparition d’une diversité 
phénotypique en partant du phénotype « pur ». Nous verrons que ce temps est court, il est inférieur 
à 30 générations. Ensuite, à plus long terme, nous évaluons ses chances de persistance dans la 
population. 

La première étape consiste à isoler le phénotype qui nous intéresse grâce au dispositif de tri de 
gouttes en millifluidique (2.2.3 p. 54). On peut ainsi délivrer une goutte dans un puits de plaque 96 
puits. Nous choisissons une goutte dont la courbe de croissance présente un plateau deux fois plus 
plus élevé (classe jaune Figure 4-3). Nous avons ainsi isolé une population issue d’un individu unique 
comme nous l’aurions fait en prélevant une colonie sur un gel LB-agar. Nous avons choisi ce clone 
d’après le phénotype mesuré et identifiable, alors que sur boîte Petri nous n’observons aucune 
différences notables parmi les colonies. Nous savons que le phénotype responsable de cette 
saturation élevée est un caractère au moins partiellement héréditaire car il est observé avec notre 
outil de phénotypage qui lit un caractère moyen sur l’ensemble de la descendance après 10 à 17 
générations. La stabilité de transmission de ce caractère dépasse donc les 17 générations de 
croissance dans la goutte à partir de l’ancêtre unique. Après la collecte de la goutte dans le puit, la 
population est amplifiée pendant 20 générations dans du milieu LB. Nous pouvons ensuite analyser 
la diversité de cette population par le phénotypage en millifluidique. On réalise la mesure initiale 
comme celle réalisée avant l’exposition à l’antibiotique. On constate que 96 % des individus 
présentent le caractère de saturation élevée (Figure 4-5 A). Les 4% de phénotypes différents 
correspondent à la croissance observée pour la population avant l’exposition à l’antibiotique. 

Ce résultat est étonnant, il indique une diversification rapide. En moins de 40 générations une 
population issue d’une bactérie unique contient un phénotype secondaire qui représente 4% de la 
population. Pour confirmer ce résultat nous avons isolé un clone de cette population sur boîte de 
Petri. Cette méthode simple s’impose cette fois-ci, car même en prélevant une colonie en aveugle, la 
probabilité de prélever le phénotype à saturation élevée est de 0,96. L’analyse en millifluidique de 
cette colonie montre à nouveau une deuxième classe représentant 4% de la population. Une colonie 
issue d’une cellule unique à fluorescence élevée, après 30 générations de croissance sur un gel LB-
agar, comporte déjà 4% d’individu différents. Ce phénotype qui apparaît rapidement est assimilable à 
celui de la population avant l’adaptation à l’ampicilline. Cette génération rapide de diversité à deux 
états phénotypiques, évoque la variation de phase du gène ag43. Cette observation suggère un 
mécanisme de transition phénotypique rapide. D’après la méthode présentée au Chapitre 3 (3.1.4 p. 
79), on peut estimer une fréquence de transition. La probabilité de basculer serait de 10-3 par 
génération. Il y a apparition rapide du phénotype ancestral. 

Nous avons ensuite étudié la persistance du phénotype isolé propagé dans du milieu LB pour 180 
générations. Une colonie de ce phénotype est sélectionnée sur un gel LB-agar. Elle est ensuite 
propagée avec des dilutions d’un facteur 4.104, deux fois par jour, dans du milieu liquide sans 
antibiotique. Nous avons congelé des échantillons régulièrement, puis ils ont été  analysés avec notre 
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outil de phénotypage. On constate l’augmentation de la fraction du phénotype minoritaire qui est 
assimilable à la population de référence (Figure 4-5 A et B).  

La dynamique a été mesurée sur 180 générations, soit 6 jours (Figure 4-6). Deux mécanismes 
peuvent contribuer à cette dynamique. Ce sont les mêmes que ceux utilisés dans le cas d’ag43. 

Tout d’abord, le phénotype à fluorescence finale plus élevée peut être perdu dans la filiation à cause 
d’une transition phénotypique, comme une variation de phase, qui se produit à une fréquence 
constante. Il s’agit d’une faille dans l’hérédité du caractère. Ce retour au phénotype ancestral serait 
assimilable à une réversibilité de l’adaptation. Cette contribution à la dynamique de population est 
représentée par la courbe rouge (tirets) sur la Figure 4-6. La probabilité de transition phénotypique 
pour ajuster la droite est de 10-3 par génération. Nous avions estimé la même valeur d’après le 
pourcentage observé après 30 générations. Ce mécanisme suggère un phénotype instable. On peut 
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Figure 4-5 
Distribution du signal de fluorescence à saturation des collections de courbes acquises pour deux échantillons 
A : population isolée à saturation élevée isolée avec le module de tri en millifluidique. 
B : Après 150 générations de croissance dans du milieu LB liquide sans antibiotique. La représentation du 
phénotype assimilable à la population de référence (en bleu) a augmenté de 4% à 23%. 
En rouge, un phénotype à saturation plus élevé apparaît avec une représentation de 1%. La classe verte 
correspond à la co-encapsulation de deux phénotypes 



4.3   Dynamique phénotypique de la population 
 

113 
 

comparer à la fréquence de mutation par substitution d’un nucléotide dans un gène donné, qui est 
de 10-7 par génération. La population très minoritaire présentant une fluorescence à saturation 
encore plus élevée (classe rouge sur la Figure 4-5), soutient l’hypothèse d’une dégénérescence 
spontanée de l’état phénotypique. Il relaxerait spontanément vers différent états avec une forte 
probabilité. 

Le second mécanisme qui peut contribuer à la dynamique de population observée est la compétition 
entre les deux phénotypes. Si le phénotype de référence possède un avantage sélectif sur le 
phénotype à saturation élevée, sa fréquence au sein de la population augmente. La courbe bleue de 
la Figure 4-6 représente la dynamique attendue pour un avantage sélectif de 0,013 par générations. 

Les deux modèles décrivent la dynamique de population de manière équivalente jusqu’à 180 
générations. Cependant, seule l’hypothèse d’une transition phénotypique peut expliquer une 
émergence aussi rapide du phénotype « ancestral » dans les 30 premières générations. En observant 
la dynamique jusqu’à 300 générations on pourrait évaluer si les deux mécanismes contribuent à la 
dynamique comme nous l’avons fait pour ag43. 

  

Figure 4-6 
Dynamique d’invasion d’une population du phénotype isolé par le phénotype de référence lors d’une 
croissance par dilution en série dans du milieu LB pour 180 générations. Deux modèles d’invasion sont 
comparés. En bleu (continu), un avantage sélectif pour le phénotype de référence de 0,013 par génération. En 
rouge (tirets), un mécanisme de mutation du phénotype à fluorescence élevée vers le phénotype de référence 
à une fréquence de 1.10-3 par génome et par génération. 
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L’exposition d’une population à l’ampicilline induit une augmentation de sa résistance à cet 
antibiotique. Cette adaptation s’accompagne d’une diversification phénotypique. Le phénotype 
émergent le plus représenté atteint une intensité de fluorescence finale deux fois supérieure à celle 
du phénotype ancestral. Sa dynamique d’envahissement semble indiquer qu’il était présent dans la 
population avant le traitement antibiotique. Il représenterait une fraction de l’ordre de 10-4 dans la 
population de départ. L’étude de la stabilité de ce phénotype, apparu sous antibiotique, quand on 
relâche la pression de sélection, c'est-à-dire en absence d’antibiotique, indique que ce phénotype est 
conservé dans une population pendant plus de 180 générations, 6 jours. Cette stabilité est favorable 
à l’« effet cliquet » suggéré pour l’adaptation progressive à des concentrations d’antibiotique 
croissantes. On observe également la diversification avec une probabilité de retour vers le phénotype 
ancestral de 10-3 par génération. Parmi les mécanismes de diversification évoqués au premier 
chapitre, les probabilités de transition correspondraient à une variation de phase, comme celle 
d’ag43, à un « point chaud », ou encore à une amplification de gène.  

Les niveaux de saturations de la fluorescence sur les courbes de croissances sont deux fois supérieurs 
pour le principal phénotype émergent sous antibiotique, et même trois fois supérieurs pour un 
phénotype minoritaire (classe rouge sur les figures). Cela évoque une duplication/amplification de 
gènes (Andersson et Hughes 2009). On peut envisager une amplification conjointe du gène de 
résistance et du gène de fluorescence  qui sont voisins. Les fréquences évaluées pour la duplication 
du gène ou la délétion d’une copie de la région dupliquée sont également en accord avec les valeurs 
de la littérature (Sandegren et Andersson 2009). Pour tester cette hypothèse, nous allons explorer les 
propriétés des classes phénotypiques identifiables après l’exposition à l’antibiotique. Nous 
évalueront également les avantages sélectifs respectifs en présence d’ampicilline. 
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4.4 Analyse des phénotypes. 
En affinant la caractérisation des phénotypes qui composent la population adaptée à la faible 
concentration à l’ampicilline, nous avons précisé l’origine de deux observations. 

Nous avons constaté que l’exposition à l’ampicilline conduisait effectivement à une diversification 
des phénotypes présents dans la population. L’apparition du phénotype émergent principal pourrait 
être liée à une amplification d’un fragment du chromosome comprenant le gène de fluorescence yfp 
et le gène de résistance à l’ampicilline. 

La dynamique de population a également montré que l’avantage sélectif de ce nouveau phénotype 
diminuait après 50 générations d’exposition, ou lorsqu’il représente 10% de la population. Cette 
limite à son envahissement pourrait s’expliquer par un mécanisme de résistance altruiste, ou par 
l’augmentation de la résistance à l’antibiotique de la classe phénotypique dont la signature dans 
notre espace d’observation n’avait pas changée. La mesure de la résistance à l’ampicilline sur des 
individus uniques peut également aider à préciser la situation. 

 

4.4.1 Analyse de la fluorescence du phénotype isolé 
L’augmentation du signal de fluorescence constatée pour le phénotype principal apparu pendant 
l’exposition à l’ampicilline peut être due à une biomasse plus importante ou à une augmentation de 
la fluorescence par bactérie. Pour trancher sur l’origine de l’augmentation du signal mesuré en 
millifluidique nous avons mesuré la fluorescence par bactérie en cytométrie, pour le phénotype isolé 
(4.3.3 p.111) et pour la population de départ (Figure 4-7). 

La fluorescence par bactérie est plus élevée pour le nouveau phénotype que nous avons isolé. La 
biomasse produite dans le milieu LB n’a donc pas changé, c’est notre rapporteur qui a été modifié. 
L’augmentation d’un facteur deux du signal final observée dans les gouttes pour ce phénotype est 
quantitativement expliquée par la variation de la fluorescence moyenne par bactérie que l’on 
mesure en cytométrie (Figure 4-7). Les distributions de fluorescence obtenues en cytométrie pour les 
deux phénotypes sont larges. Ce bruit, cette variabilité sur l’expression rend difficile la distinction des 
phénotypes dans une population mélangée avec un cytomètre. En effet les distributions se 
chevauchent (Figure 4-7). L’analyse phénotypique en millifluidique est plus aisée car nous 
bénéficions de l’amplicifation et de la moyenne obtenue en mesurant sur plusieurs milliers de 
descendants. Ainsi les deux phénotypes apparaissent avec notre instrument de phénotypage comme 
deux classes parfaitement séparés (Figure 4-5 p.112). 

L’amplification du gène yfp, expliquerait très bien cette augmentation du signal de fluorescence par 
bactéries. La présence de deux copies du gène, ou plus, implique une synthèse accrue de la protéine 
YFP dans chaque bactérie qui est donc plus fluorescente. 
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Référence « Mutant » isolé 

Figure 4-7 
Comparaison des distributions de fluorescence par bactérie mesurée en cytométrie pour la population de 
référence (gauche) et pour le nouveau phénotype extrait après adaptation à l’ampicilline (droite). Ce dernier a 
bien une fluorescence par bactérie supérieure que le phénotype de référence. 



4.4   Analyse des phénotypes. 
 

117 
 

 

4.4.2 Résistance à l’ampicilline des classes phénotypiques 
Si l’amplification du gène de résistance explique l’apparition du phénotype plus fluorescent, il doit 
être plus résistant.  Comme nous l’avons isolé, nous pouvons mesurer sa sensibilité à l’ampicilline par 
une mesure standard en plaque 96 puits. Il croît en présence de 0,6 mg/mL d’ampicilline (Figure 4-8 
gauche triangles rouges). Il présente donc une résistance à l’ampicilline égale à celle de la population 
exposée 80 générations à 0,1 mg/mL d’ampicilline, d’où nous l’avons extrait. 

La résistance de ce phénotype peut expliquer celle observée pour la population suivant deux 
mécanismes : l’un strictement égoïste et l’autre au moins partiellement coopératif. La souche d’E. 
coli utilisée possède un gène de résistance à l’ampicilline. Celui-ci code pour une enzyme, la bêta-
lactamase, qui dégrade l’ampicilline. Bien que l’enzyme soit liée au corps cellulaire, l’activité de 
dégradation pourrait profiter à toute la population dans l’environnement. Ce mécanisme de 
résistance est donc « coopératif », l’ensemble de la population en bénéficie. On peut envisager que 
la résistance observée pour la population diversifiée soit due à l’activité de la sous-population plus 
fluorescente qui permet aussi le maintien de phénotypes non résistants (Yurtsev et al. 2013). Cela 
constitue également une première explication possible à la limitation de l’envahissement de la 
population par ce phénotype résistant, car lorsqu’il atteint une fraction suffisante son activité 
protège le reste de la population et son avantage est gommé. 

De manière « égoïste », il peut être le seul à survivre aux concentrations d’antibiotique les plus 
élevées. Il est le seul à bénéficier localement de l’activité du surplus de bêta-lactamases qu’il 
synthétise. Lors de la mesure de CMI, la croissance mesurée pour la population diversifiée serait 
alors due à la survie et à la croissance de ce phénotype plus fluorescent uniquement. Cette 
explication semble en accord avec l’augmentation du signal de fluorescence aux concentrations en 
ampicilline limites lors de la mesure de la CMI. Même si la variabilité rend le résultat moins évident 
(barre d’erreur), la fluorescence finale à 0,6 mg/mL d’ampicilline est supérieure à celle mesurée en 

Figure 4-8 
Comparaison des mesures de CMI pour la population exposée à 0,1 mg/mL d’ampicilline (carré vert, gauche), la 
population de référence (ronds bleus, gauche et droite), un clone exposé et dont la fluorescence est élevée 
(triangle rouge, gauche), et un clone exposé mais dont la fluorescence est inchangée (diamant orange, droite). 
La CMI de l’ampicilline pour la population de référence est de 0,3 mg/mL. Le phénotype nouveau plus 
fluorescent, et la population exposée, ont une CMI de 1,2 mg/mL. Enfin, la CMI du phénotype issu de la 
population exposée, dont la fluorescence n’a pas changée, est de 0,6mg/mL. 

Pop. après adaptation 
Pop. référence 

Clone haute fluorescence 
Pop. référence 

Clone fluorescence 
inchangée 
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absence d’antibiotique (Figure 4-8 gauche carrés verts). Cette augmentation serait due à un taux de 
survie plus élevé pour la sous-population dont le gène yfp et le gène de résistance sont amplifiés. Le 
même phénomène est observé pour la population à fluorescence élevée. Celle-ci comporterait une 
sous-population encore plus fluorescente et encore plus résistante, c'est-à-dire une amplification 
plus importante. C’est probable car l’amplification est décrite comme plus « facile » après l’étape de 
duplication qui est limitante (Andersson et Hughes 2009). Ce phénomène serait également cohérent 
avec le phénotype observé en millfluidique dont la fluorescence est encore plus élevée (Figure 4-5 B, 
classe rouge). 

Pourtant, dans le cas d’une résistance égoïste, il est plus difficile d’expliquer une réduction de 
l’avantage sélectif qui limiterait à 10% la fraction de bactéries dont la région du gène de résistance 
est amplifiée (Figure 4-4 p. 109). Elle implique que la classe phénotypique que nous assimilons au 
phénotype ancestral acquiert elle aussi, au cours du temps, une résistance accrue à l’ampicilline. 
Cette augmentation généralisée de la résistance diminuerait bien l’avantage sélectif de 
l’amplification de gène dans la population adaptée. 

Pour évaluer la résistance de la classe phénotypique dont la courbe de croissance n’a pas changée, 
nous avons isolé un clone de la population exposée 80 générations à l’ampicilline sur boîte de Petri. 
Nous avons vérifié que sa fluorescence par bactérie correspond effectivement au phénotype 
ancestral en cytométrie (Figure 4-7 p. 116). Puis nous avons évalué sa CMI par la méthode standard 
en plaque 96 puits (Figure 4-8 droite diamants oranges). On constate une légère augmentation de la 
CMI pour l’ampicilline de 0,3 à 0,6 mg/mL. Le résultat n’est pas fort et nous n’avons testé qu’un clone 
de la classe qui nous intéresse. Il y a ici une difficulté pour trier les phénotypes en fonction de leur 
niveau de fluorescence et ensuite tester leur résistance, pour avoir une image représentative des 
résistances à l’ampicilline dans la classe dont la fluorescence n’a pas changée. 

Nous voulons tester la résistance à l’ampicilline d’un grand nombre d’individus uniques en parallèle. 
Nous avons donc exploité l’instrument millifluidique pour préciser les résistances à l’ampicilline au 
sein des deux classes phénotypiques définies d’après le niveau de fluorescence. En utilisant la 
technique présentée page 51, nous avons préparé une collection de gouttes avec une concentration 
d’ampicilline croissante de 0 à 200 µg/mL (Figure 4-9 A). Cette gamme de concentration est choisie 
pour évaluer la sensibilité à l’antibiotique proche de la concentration utilisée pour l’adaptation 0,1 
mg/mL. Les gouttes sont inoculées avec la population diversifiée après 80 générations d’exposition. 
La moyenne est de 1,6 bactérie par gouttes, ce qui correspond à 20% de gouttes inoccupées. Ce taux 
d’encapsulation est constant sur l’ensemble des gouttes. Lorsque la concentration en ampicilline 
dans les gouttes augmente, la fraction de gouttes pour lesquelles on mesure une croissance de 
bactéries diminue. En effet, au-dessus d’un certain seuil, les bactéries encapsulées ne survivent pas 
toutes ou n’ont pas toutes de descendances mesurables (Figure 4-9 A). La fraction de gouttes 
occupées diminue progressivement lorsque la concentration est supérieure à 100µg/mL (Figure 4-9 C 
carrés verts). 

Dans chaque goutte occupée, nous avons testé la résistance à l’antibiotique d’une ou deux bactéries 
prises au hasard dans la population. Elles appartiennent à l’une ou l’autre des deux classes qui nous 
intéressent (Figure 4-9 B). Pour simplifier, on considère d’un côté les gouttes contenant au moins une 
bactérie à haute fluorescence, et de l’autre les gouttes qui contiennent exclusivement le phénotype 
qui a la fluorescence ancestrale. 
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Si la saturation du pourcentage de mutants ayant amplifiés la région du gène de résistance, est due à 
un mécanisme coopératif, alors la classe phénotypique de type ancestral n’a pas acquis une 
résistance équivalente. Nous devrions observer que la résistance des bactéries à basse fluorescence 
est moindre que celles des bactéries porteuses de l’amplification. Autrement dit, la fraction des 
gouttes contenant exclusivement le phénotype ancestral qui révèlent une croissance bactérienne 
devrait diminuer plus vite que celle des gouttes contenant le phénotype à haute fluorescence. Si le 
ralentissement de l’envahissement par les mutants à haute fluorescence est associé à un mécanisme 
de résistance égoïste, les fractions devraient varier de la même manière avec la concentration en 
antibiotique. 

Le résultat est obtenu en déterminant aux différentes concentrations d’antibiotique, et parmi les 
gouttes comportant une croissance détectable, la fraction de gouttes à fluorescence élevée (Figure 
4-9 C triangles jaunes) et la fraction de goutte à fluorescence ancestrale (Figure 4-9 C ronds bleus). 
Les fractions de chaque classe phénotypique est constante quel que soit la concentration en 
ampicilline. Ce résultat indique, qu’exposées individuellement à l’antibiotique les bactéries des 
différents phénotypes ont la même sensibilité. Une partie des résistants dont la fluorescence n’a pas 
changée, correspondent probablement à une amplification du gène ampR seul. 

La résistance globale de la population s’accompagne donc d’une diversification phénotypique au sein 
de laquelle plusieurs modifications différentes apparaissent et confèrent une résistance individuelle. 
La résistance est principalement égoïste. La part coopérative n’est en tout cas pas suffisante pour 
maintenir une sous-population détectable n’ayant pas une résistance accrue en propre. Notre 
instrument nous a permis de révéler dans un premier temps la diversité phénotypique. Puis, nous 
avons aussi mis en évidence une diversité dans les modifications conférant une résistance accrue.   

Figure 4-9 
Un gradient linéaire d’antibiotique est préparé en millifluidique selon le profil représenté en A. On analyse la 
fraction de gouttes dans lesquelles on détecte une croissance de bactéries, en fonction de la concentration en 
antibiotique (Graphe C, carrés verts). Comme illustré sur le graphe B, on détermine parmi ces gouttes où l’on 
observe une croissance, la fraction de phénotypes plus fluorescents (jaune) et la fraction du phénotype de 
référence (bleu). Le graphe C montre que ces fractions, ronds bleus pour le phénotype de référence et triangles 
jaunes pour le phénotype plus fluorescent, varient peu avec la concentration, signe que les deux classes 
phénotypiques ont des sensibilités à l’ampicilline équivalentes. 

A 

B 

C 
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4.5 Conclusion 
 

Dans ce chapitre, nous avons étudié l’effet d’une concentration d’ampicilline inférieure à la 
Concentration Minimum d’Inhibition sur une population d’E. coli. Nous avons utilisé l’instrument de 
phénotypage en millifluidique pour réaliser une lecture des phénotypes présents au sein de cette 
population. 

Les populations soumises à l’ampicilline sont devenues plus résistantes en 80 générations. Ce 
résultats, déjà observé dans la littérature (Gullberg et al. 2011), confirme que l’exposition des 
bactéries à des traces d’antibiotiques dans l’environnement favorise l’émergence de résistance. 

La mesure des courbes de croissance dans les gouttes de 100nL de milieu LB pour un échantillon de 
bactéries uniques de la population a révélé que cette résistance accrue s’accompagne d’une 
diversification phénotypique. Avec notre instrument, nous captons une image de la diversité qui est 
constituée de la collection de courbes de croissance acquises. Il est possible de lire les conséquences 
de modifications adaptatives sur ces courbes. La mesure sur la descendance de chaque individu 
amplifie les différences et filtre les fluctuations qui ne sont pas héréditaires. 

La diversité apparaît sous forme de classes discrètes dans notre espace d’observation. Ce résultat 
découle des contraintes sur la probabilité d’apparition et la force de l’avantage sélectif d’une 
modification pour qu’elle soit observable (Hegreness 2006). Seul un nombre restreint a suffisamment 
de chances de se produire, et acquiert un avantage assez fort, pour augmenter sa représentation au-
dessus de notre seuil de détection (1%) en moins de 80 générations. 

Nous avons décrit en détail l’émergence d’un phénotype qui semble être lié à une amplification de la 
région du gène de résistance. Ce mécanisme d’augmentation de la résistance a déjà été décrit. Bien 
qu’il semble très particulier, parce qu’il implique un gène de résistance déjà présent dans le génome 
de la bactérie, ce processus est probablement très général pour l’adaptation à de petits paliers 
adaptatifs. En effet, lorsque l’ajustement nécessaire n’est pas trop important, il doit très souvent 
exister une fonction dont la modulation est suffisante pour l’adaptation. L’amplification est pour cela 
très efficace et se produit avec une probabilité bien plus élevée que les des substitutions spécifiques 
de nucléotides. 

L’utilisation de l’instrument millifluidique a également permis de montrer que l’augmentation de 
résistance était générale dans la population. Elle ne concernait par uniquement les mutants porteurs 
de l’amplification de gènes. Plusieurs modifications différentes confèrent une résistance accrue et 
elles apparaissent simultanément dans la population. 

La dynamique d’apparition puis le maintien des modifications qui permettent une petite 
augmentation de la résistance à l’antibiotique sont très favorables à un scénario d’adaptation 
progressive à des concentrations croissantes d’antibiotique. Chaque petit pas est acquis pour de 
nombreuses générations, ce qui constitue une forme d’« effet cliquet ». L’accumulation de 
modifications peut contribuer à une grande résistance. Chacun des petits changements a une 
probabilité d’apparition élevée par rapport à d’autres mutations beaucoup plus spécifiques. Ce 
chemin d’adaptation par petits pas aurait donc plus de chance d’être emprunter lors de transitions 
environnementales progressives. L’apparition d’une ou quelques mutations très spécifiques aurait 
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plus de chance d’être sélectionné lors d’une transition brutale sur une très grande population. Ces 
mutations spécifiques peuvent aussi intervenir à long terme comme une assimilation ou 
consolidation d’un phénotype acquis grâce la somme de petites modifications (Waddington 1953). 

Pour évaluer plus précisément la portée et la généralité de ce type de mécanismes, il serait très 
instructif de répéter l’expérience avec différents antibiotiques et en augmentant progressivement la 
concentration. 
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5 Dynamique de population pendant la phase stationnaire 
 

Dans le chapitre précédent, nous avons étudié l’évolution de la diversité phénotypique dans un 
environnement homogène sous l’effet d’un antibiotique pendant moins de cent générations. Dans ce 
dernier chapitre, nous nous intéressons à la diversité au sein de populations qui s’adaptent pendant 
un mois à un environnement épuisé et hétérogène. 

5.1 La phase « stationnaire » 
La croissance des bactéries dans un environnement nutritif favorable est couramment décrite par 
trois phases distinctes. Ces périodes ont été définies car elles sont observées lorsqu’on mesure la 
croissance des bactéries en laboratoire (Monod 1949). Dans la première phase, appelée phase de 
latence, les bactéries ne se multiplient pas. Elles s’adaptent physiologiquement à l’apparition de 
conditions favorables à leur croissance. Cette phase n’existe pas si l’environnement ne change pas 
significativement. Le temps de latence est plus ou moins long suivant les espèces et la transition 
environnementale. Après cette période d’acclimatation, la population augmente. La multiplication 
des bactéries est très souvent exponentielle dans des milieux nutritifs riches. À chaque génération, 
une bactérie se divise pour former deux bactéries. Cette phase de croissance est appelée phase 
exponentielle. Les bactéries finissent par épuiser leur environnement. Un nutriment indispensable à 
leur développement peut manquer ou l’accumulation de déchets ou d’une molécule excrétée 
interrompt la croissance. Le nombre de bactéries ne peut plus augmenter, il atteint un maximum. 
Bien que les conditions soient devenues insuffisantes pour la croissance, le plus souvent elles 
permettent à la population de se maintenir. Le nombre est constant, c’est la phase stationnaire 
(Prescott, Harley, et Klein 2003). 

La pertinence dans l’environnement de ces trois phases n’est pas évidente. Il est probable que les 
bactéries rencontrent dans la nature des conditions variées où les ressources sont parfois 
abondantes et parfois inexistantes (Roszak et Colwell 1987). L’eau de mer est un exemple d’habitat 
peuplé de bactéries qui est pauvre en nutriments. La quantité de carbone disponible est très faible 
(50µM), surtout si on la compare aux concentrations de glucose dans les milieux de culture usuels 
(10mM) (Finkel 2006). Les conditions de croissance au laboratoire ne sont pas celles de la nature. Les 
trois phases définies en laboratoire ne décrivent donc probablement pas parfaitement la croissance 
des micro-organismes sauvages. Elles indiquent des états physiologiquement différents (Ishihama 
1997). L’étude de ces états apporte des informations complémentaires qui contribuent à notre 
connaissance des bactéries. Ce savoir acquis en laboratoire est utile dans les contextes écologiques 
ou médicaux. En considérant la compétition pour la survie, il n’est pas étonnant que les bactéries 
aient évoluées pour croître très vite. L’enjeu est de se développer plus vite que les concurrents, dès 
que les conditions le permettent. Cela correspond à la phase exponentielle. La capacité des bactéries 
à survivre à des conditions défavorables, pour de longues périodes, est également une nécessité. 
Cela correspond à la phase stationnaire. 

Cette dualité entre environnement et laboratoire s’applique aussi à l’adaptation des 
microorganismes. Les résultats obtenus en laboratoire ne sont certes pas immédiatement 
transposables ou pertinents dans la nature mais ils apportent une contribution à nos connaissances. 
Les expériences en laboratoire ont l’avantage de pouvoir décomposer et réduire la complexité du 
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problème. Le cas du chapitre précédent, l’adaptation à une concentration d’antibiotique sub-
inhibitrice, est un bon exemple. Le réalisme de la situation est discutable, mais ne nuit pas à 
l’information qu’il apporte sur des cas similaires dans l’environnement. La validité de ce genre 
d’approche expérimentale, est également bien montrée par un exemple présenté au Chapitre 1. La 
diversité génétique et phénotypique observée au sein d’une population de bactéries infectieuses a 
révélé des similitudes avec celle observée dans différentes expériences d’adaptation en laboratoire 
(Levert et al. 2010). 

 

Dans ce chapitre, nous nous intéressons à l’adaptation d’une population de bactéries en phase 
stationnaire prolongée. Une population de bactéries se développe dans un environnement favorable 
jusqu’à épuisement des ressources. Que devient-elle ensuite ? La transition environnementale a 
l’avantage d’être très simple car il n’y a pas de paramètres à ajuster. Mais elle comporte aussi une 
complexité remarquable puisque l’environnement est continuellement modifié par les bactéries qu’il 
contient. Nous souhaitons explorer cette phase très particulière de la vie des bactéries, car, dans ce 
contexte de lutte intense pour la survie, la diversification phénotypique doit jouer un rôle important. 
Il s’agit d’un environnement modèle original pour adresser certaines questions fondamentales liées à 
l’adaptation. Tout d’abord, la structuration de l’environnement peut influencer la diversification, ou 
la radiation adaptative. Les expériences d’adaptation en laboratoire l’ont mis en évidence chez 
plusieurs microorganismes y compris pour E. coli (Rees Kassen 2009). Cependant, l’effet de 
l’hétérogénéité spatiale n’a jamais été étudié en phase stationnaire. Nous verrons également quelles 
peuvent être les conséquences de l’adaptation à la phase stationnaire, situation de carence, sur la 
croissance en phase exponentielle, situation d’abondance. Ensuite, il s’agit d’une transition 
environnementale probablement récurrente. Existe-t-il, au-delà de la régulation, des mécanismes de 
diversification et d’adaptation spécifiques à la phase stationnaire qui sont systématiquement 
explorés ? Peuvent-ils rendre l’adaptation prédictible ? 

Figure 5-1 
Évolution du nombre de bacteries viables en nombre de colonie formée par millitre (CFU.ml-1) au cours du 
temps publiée par Finkel en 2006. La flèche indique l’apparition du phénotype ayant un avantage de croissance 
en phase stationnaire (GASP, voir texte), après 10 jours en phase stationnaire. (Finkel, 2006) 
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Au premier chapitre, en présentant les ingrédients de l’adaptabilité, nous avons souligné qu’il existe 
une forme de continuité de solutions pour assurer l’adaptation. Les contributions possibles s’étalent 
de la régulation de l’expression des gènes à l’acquisition de nouvelles fonctions grâce à des 
mutations. La régulation joue évidemment un rôle majeur lors de la phase stationnaire. Lorsque les 
conditions environnementales se dégradent, l’expression du facteur de régulation central, RpoS, 
régule environ 500 gènes pour ajuster l’état physiologique de la bactérie (Battesti, Majdalani, et 
Gottesman 2011). D’autres mécanismes sensitifs contribuent à modifier considérablement le schéma 
d’expression génétique et le phénotype en conséquence. Mais si la phase stationnaire se prolonge, 
d’autres ingrédients de l’adaptabilité entrent inévitablement en jeu. Après une phase de mort qui fait 
baisser la densité de la population, les bactéries peuvent survivre plusieurs années en phase 
« stationnaire » (Figure 5-1). Les travaux de Zambrano dans les années 90, ont montré qu’il y avait 
effectivement une dynamique d’adaptation au sein d’une population laissée en phase stationnaire. 
En effet, une population restée dix jours en phase stationnaire acquiert un avantage sélectif vis-à-vis 
de la population d’origine. Si elle est mise en compétition en phase stationnaire avec la population 
ancestrale qui n’a pas exploré la phase stationnaire, elle l’emporte rapidement en nombre 
(Zambrano et Kolter 1996). Ce phénotype a été appelé GASP, pour Growth Advantage in Stationary 
Phase, avantage de croissance en phase stationnaire. Certaines mutations responsables de ces 
phénotypes GASP ont été identifiées. Elles semblent impliquer certains régulateurs importants, dont 
RpoS. Elles permettent aux GASP de croître pendant la phase stationnaire en utilisant plus 
efficacement les déchets exploitables qui sont présents dans le milieu. Le phénotype GASP apparaît 
après 8 à 10 jours de phase stationnaire. Les résultats indiquent que la composition phénotypique est 
ensuite en constante évolution. Les mutants victorieux semblent se succéder dans la population 
(Finkel 2006). À notre connaissance, l’adaptation à la phase stationnaire prolongée pour E. coli n’a 
pas fait l’objet d’autres investigations, depuis la caractérisation génétique et moléculaire des 
phénotypes GASP. 

 

 

L’expérience est très simple, car il y a peu de paramètres à ajuster. Une population de bactéries croit 
jusqu’à épuiser son environnement. Elle s’adapte ensuite pendant plusieurs jours dans ce milieu 
fermé détérioré qui est constamment modifié par les bactéries elles-mêmes. Le seul facteur que 
nous faisons varier est l’agitation des milieux. Nous créons d’une part des environnements qui sont 
maintenus homogènes par l’agitation, et, d’autre part, des environnements qui se structurent. En 
effet, dans les milieux qui sont laissés statiques, la composition et la densité de bactéries peuvent 
devenir très hétérogènes. 

Nous souhaitons analyser la composition phénotypique des différentes cultures après différentes 
durées de phase stationnaire. Nous cherchons à lire les phénotypes distincts qui coexistent dans la 
population. Cette démarche est tout à fait analogue à celle du chapitre 4. L’observation exacte et 
complète de cette diversité impliquerait d’enregistrer une description totale pour tous les individus 
de la population. Cela signifie déterminer pour 106 à 1010 bactéries le génome et la composition 
chimique exacte. C’est évidemment impossible. Il faut donc trouver une solution raisonnable pour 
capter une image de la diversité restreinte en termes d’échantillonnage et de quantité d’information. 
Notre méthode consiste à mesurer dans les gouttes les courbes de croissance des descendances 
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immédiates de 100 à 1000 individus isolés. Cette collection de courbes constitue notre image de la 
diversité. Cette image est partielle. Étant donné notre échantillon, nous ne pouvons pas détecter sur 
cette image un phénotype qui représenterait moins de 1% de la population. Certains phénotypes ne 
seront pas discernables s’ils ont la même signature dans notre espace d’observation (Figure 5-2). La 
mesure sur la descendance permet d’amplifier le phénotype de l’individu unique encapsulé dans la 
goutte. Il s’agit d’une moyenne sur cette descendance. Seules les modifications héréditaires sur la 
valeur moyenne d’un caractère sont observables. 

La lecture de diversité phénotypique que nous réalisons est décorrélée de l’adaptation à la phase 
stationnaire. Nous supposons qu’au moins une partie des modifications phénotypiques apparues 
pendant la phase stationnaire aura un effet sur la croissance dans le milieu LB que nous mesurons. 
Les possibilités d’avoir de tels effets sont nombreuses. Les mécanismes d’internalisation et 
d’utilisation des ressources pourraient être modifiés pour mieux profiter du peu de ressources 
disponible en phase stationnaire. Il est alors probable que la phase de croissance en situation 
d’abondance s’en trouve changée, car ces fonctions sont également importantes dans cette phase. 
La survie en phase stationnaire pourrait nécessiter la production d’une substance en grande 
quantité. Une telle activité devient inutile si elle est maintenue en situation d’abondance, et elle peut 
ralentir la vitesse de division ou diminuer le rendement. Le fait que les premières conséquences de 
l’adaptation soient habituellement observées sur des systèmes de régulation majeurs, augmente 
également nos chances de voir des effets sur notre mesure. Enfin nous devrions observer les 
conséquences que Thomas Ferenci a décrit, de manière très générale, comme la « Self Protection 
And Nutritional Competence (SPANC) balance », l’équilibre entre protection et efficacité 
nutritionnelle (2005). En effet, notre phénotypage mesure à la fois la vitesse de croissance et le 
rendement, il cible donc l’efficacité nutritionnelle, tandis que les conditions de la phase stationnaire 
exigent avant tout la survie dans des conditions hostiles. 

 

 

  

f1 
f2 
f3 
f4 
f5 
f6 
… 

f ’1 
f ’2 
f ’3 
f ’4 
f ’5 
f ’6 
… 

g1 
 
g2 
 
g3 

 
g4 

phase 
stationnaire 

Figure 5-2 
Soit (fi) une composition phénotypique réelle, elle est modifiée par la phase stationnaire en (f’i). L’observation 
de cette diversité avec l’instrument de mesure donne une image (gj). Il s’agit d’une application de l’espace des 
compositions phénotypiques réelles F, vers l’espace d’observation de l’appareil G. 
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5.2 Présentation de l’expérience 
Afin d’observer la dynamique d’adaptation en phase stationnaire nous avons laissé des populations 
en phase stationnaire entre 24 heures et 1 mois. 

5.2.1 Cultures en phase stationnaire 
Pour étudier l’adaptation phénotypique lors d’une phase stationnaire prolongée, nous avons suivie 
quatre expériences en parallèle (Figure 5-3) lancées à partir de trois clones. 

Préparation des populations initiales 
Nous avons isolé trois colonies sur un gel LB-agar inoculé avec notre stock de référence de la souche 
MC4100 fluorescente (YFP). Ces clones sont appelés A, B et C. Chaque colonie a été dispersée dans 
du milieu LB. Après la croissance à 37°C jusqu’à la phase stationnaire, nous congelons à -80°C 1mL de 
bouillon avec 20% de glycérol pour les clones A, B et C. 

Le jour 0, nous lançons en culture 5µL de nos clones congelés A, B et C dans 100mL de LB dans des 
bouteilles plates, incubées à plat sous agitation, jusqu’à une densité optique à 600nm de 0,1. 

Début de l’expérience 
Les cultures sont alors fragmentées en échantillons de 5mL dans des tubes à fonds coniques de 50mL 
avec bouchon vissé. Les tubes seront incubés à 37°C, soit sous agitation (environnement homogène), 
soit statiques (environnement structuré).  

On prépare autant de tube que d’observations souhaitées. En effet, chaque prélèvement 
d’échantillon est destructif. Il nécessite l’ouverture et l’agitation du milieu, ce qui brise l’éventuelle 
structuration pour les tubes statiques. 

Les analyses ont lieu après 1, 3, 6, 10, 15 et 30 jours, ce qui nécessite 6 tubes par expérience. Le 
clone A est utilisé pour une série de tubes maintenus sous agitation, notée « Am », et une série 
laissée statique, « As ». Les séries de tubes contenant les clones B et C, sont laissées statiques et 
notées « Bs » et « Cs ». 

Enfin, tous les tubes sont incubés à 37°C. Après le nombre de jours choisis, un tube de chacune des 
quatre lignées est prélevé. Après agitation au vortex, un prélèvement d’un millilitre est congelé à -
80°C avec 20% de glycérol. 

Enfin, pour les tubes prélevés après 6, 8 et 30 jours, on extrait le milieu. Après une étape de 
centrifugation, le surnageant est filtré à 0,2µm. Le jus ainsi collecté pour les quatre lignées est stocké 
à -20°C. 

Le protocole expérimental général est schématisé sur la Figure 5-3. 
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Figure 5-3 
Schéma du protocole. 
Trois clones A, B et C, sont prélevés sur un gel LB-agar inoculé avec notre souche MC4100 fluorescente. Ils sont 
cultivés dans trois bouteilles contenant 100mL de milieu LB (triangles jaunes). En début de phase stationnaire, 
on prélève dans les cultures des volumes de 5mL qu’on met à incuber dans des tubes à fond conique de 50mL : 
6 tubes sont incubés statiques à 37°C pour chaque clone, et 6 tubes en plus pour la clone A sont incubés sous 
agitation. Pour chaque expérience, Am, As, Bs et Cs, on réalise un prélèvement destructif sur un des 6 tubes 
après 1 ,3 ,6 ,10, 15 et 30 jours. Le prélèvement est congelé à -80°C avec 20% de glycérol. 
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5.2.2 Dynamique globale de population 
Avant de présenter les résultats sur la diversification phénotypique des populations, nous allons 
commenter la dynamique globale des populations. Comme le montre la Figure 5-1 la phase 
stationnaire prolongée n’est pas exactement stationnaire. Le nombre de bactéries viables décroit 
fortement après deux ou trois jours. Il est important de connaître cette dynamique car elle est 
importante pour interpréter l’émergence d’un phénotype nouveau et la nature de son avantage 
sélectif. Par exemple, lorsque la population décroit à cause d’une forte mortalité cellulaire, un 
phénotype, qui aurait un meilleur taux de survie, peut augmenter considérablement sa 
représentation dans la population sans se diviser.  

Lors de l’analyse des phénotypes en millifluidique, il est possible d’estimer le nombre de bactéries 
viables dans l’échantillon. La méthode est totalement analogue au comptage de colonies sur boîte de 
Petri. Pour préparer les gouttes, nous effectuons une dilution de l’échantillon congelé dans du milieu 
LB frais. Le facteur de dilution est connu. En constatant la fraction de gouttes qui présentent une 
croissance bactérienne, nous pouvons estimer la densité de bactéries viables dans le prélèvement. En 
effet, les gouttes pour lesquelles on ne mesure aucun signal, étaient inoccupées ou contenaient une 
bactérie non viable. Nous estimons le paramètre 𝜆 de l’encapsulation de bactéries viables, c'est-à-
dire la densité de bactéries viables dans le volume utilisé pour préparer les gouttes. Avec le facteur 
de dilution appliqué au départ on obtient la densité de bactérie viable dans l’échantillon. Nous 
supposons l’équivalence entre la méthode sur gel LB-agar et notre méthode en goutte. Les 
expériences n’ont jamais montré de discordance entre les deux méthodes. On réalise donc une 
évaluation de la « colony forming unit » dans des conditions de cultures exclusivement liquides. 

La densité de bactéries cultivables ainsi mesurée diminue d’un facteur 100 en quinze jours pour la 
culture sous agitation (Am). Les cultures statiques présentent une diminution de viabilité d’un 
facteur dix dans les dix premiers jours (Figure 5-4). Cette diminution de la population viable est en 
accord avec la dynamique mesurée par Finkel (Figure 5-1). Le nombre de bactéries viables que peut 

Figure 5-4 
Dynamique globale des populations dans la phase stationnaire. 
À gauche, évolution de la densité de cellules cultivables pendant la phase stationnaire prolongée de 1 à 30 
jours. Le nombre est exprimé en unités de colonies formées par millilitre, il n’est pas déterminé par comptage 
sur boîte de Petri mais de manière tout à fait équivalente d’après le nombre de croissances observées dans les 
gouttes en millifluidique. 
À droite, la densité optique à 600 nm des cultures au cours de l’expérience. La différence de dynamique 
observée entre les deux mesures indique la présence de nombreuses bactéries mortes ou non-cultivables dans 
les environnements. 
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supporter l’environnement diminue, ce qui indique que les bactéries ont épuisé le milieu au point 
que les conditions ne permettent plus de maintenir l’ensemble de la population. Néanmoins, une 
fraction survit. Ces bactéries doivent résister à des conditions hostiles et trouver les ressources pour 
leur maintenance. La Figure 5-4 présente également l’évolution de la densité optique. La dynamique 
est très différente de celle du nombre de bactéries viables. En considérant que la densité optique 
mesure l’ensemble des bactéries, viables ou mortes, on comprend que l’environnement comporte un 
très grand nombre de cellules mortes. Ces dernières constituent une réserve de nutriments. Il est 
très difficile de connaître la dynamique de population dans la phase stationnaire. On ignore le taux 
de renouvellement de la population. Certaines bactéries peuvent être viables, mais elles mettent 
beaucoup plus de temps que les autres à repartir en croissance, de sorte que nous ne les détectons 
pas comme viables. 

5.2.3 Modification de l’environnement 
Le milieu change beaucoup pendant la phase stationnaire prolongée. Le milieu devient basique et la 
pression osmotique augmente de manière significative. Le pH d’un milieu LB fraichement préparé, 
est de 6,8. Son osmolarité est mesurée à de 0,309 osmol.L-1. Après 6 jours en phase stationnaire, le 
pH est proche de 8 (8-8,3) et l’osmolarité est comprise entre 0,4 et 0,45 osmol.L-1. À 30 jours, 
l’osmolarité est comprise entre 0,45 et 0,5 osmol.L-1 et le pH atteint 8,6 (8,4-8,7). L’osmolarité 
constatée ne constitue pas un stress osmotique (Record Jr et al. 1998). En revanche, l’environnement 
devenu basique constitue une pression de sélection forte puisque la limite tolérée par E. coli est à 
pH=9. 

L’environnement maintenu sous agitation ne présente aucune différence significative par rapport à 
l’environnement statique sur les mesures de pH et d’osmolarité. Pour autant, les conditions 
environnementales sont radicalement différentes. Les tubes incubés sur un agitateur orbital reste 
homogènes pendant toute la durée de l’expérience. Il n’y a qu’une seule niche, donc les conditions 
sont identiques pour toutes les bactéries. La compétition est globale. Au contraire, pour les 
expériences statiques, l’environnement est très hétérogène dès 24 heures. Une partie des bactéries 
sédimente, s’accumule au fond du tube et forme un tapis dense. Ce culot est cependant facilement 
dispersé lors de l’agitation avant le prélèvement. Par ailleurs, on peut s’attendre à des gradients de 
composition : d’une part, à cause de l’hétérogénéité de la densité de bactéries et d’autre part, car le 
transport des molécules par diffusion sans convection est lent. Le coefficient de diffusion du 
dioxygène dans l’eau à 20°C est de 2.10-9m2.s-1. Il faudrait 55 heures pour une diffusion sur les 2cm 
qui séparent l’interface air-liquide et le fond du tube. De même, une bactérie, même en suspension, 
explore un volume très restreint de l’environnement, d’autant que notre souche n’a pas de flagelle et 
donc pas la motilité. Ainsi, les conditions ressenties par les individus de la population peuvent être 
très différentes. L’adaptation dans les environnements statiques structurés est guidée par la 
colonisation des meilleures niches possibles et une compétition locale. 
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5.2.4 Croissance dans l’environnement modifié 
L’analyse de la diversité phénotypique en millifluidique est réalisée dans du milieu LB frais. La 
possibilité de mesurer directement les performances des cellules uniques dans l’environnement de la 
phase stationnaire serait évidemment très intéressante. Elle permettrait de décrypter l’avantage 
sélectif qui conduit à leur émergence significative au sein de la population. 

Nous avons réalisé des cultures de bactéries avec le dispositif millifluidique en utilisant les filtrats 
obtenues après les prélèvements d’échantillons. La filtration à 0,2 µm permet d’éliminer tous les 
corps cellulaires viable ou non. On inocule ce jus avec l’échantillon congelé, la concentration est 
ajustée d’après la viabilité, déterminée comme décrit dans le paragraphe précédent, pour obtenir un 
taux d’occupation des gouttes de 25%. Nous n’observons aucune croissance dans les gouttes en 
millifluidique (Figure 5-5). Les conditions ne permettent pas une croissance détectable à partir d’une 
bactérie unique. Il est probable que l’environnement soit trop appauvri pour permettre une 
production de biomasse détectable. En effet, le seuil de détection en concentration se situe entre 107 
et 108 cellules par millilitre, et la densité de bactéries viables pendant la phase stationnaire est 
inférieure à ce seuil. Nous avons aussi éliminé la biomasse du milieu lors de la filtration, or, celle-ci 
constitue peut être la principale réserve de nutriments pour les bactéries vivantes lors de la phase 
stationnaire. 

Cette observation justifie également l’analyse de la diversité dans du milieu LB que nous allons 
mettre en œuvre. 

  

Figure 5-5 
Signal mesuré pour 1300 gouttes préparées avec le filtrat de la culture Bs après 30 jours en phase stationnaire. 
Le filtrat a été inoculé avec la population correspondante, Bs 30 jours, pour un taux d’occupation espéré de 
25%. Aucune croissance n’est observée pendant les 17 heures d’expérience. Pour comparaison, à droite, le 
signal de croissance acquis pour des gouttes préparées avec du milieu LB frais inoculé avec le stock du clone B. 
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5.3 Résultats de l’analyse phénotypique  
 

5.3.1 Phénotype initial et identification de la diversité 
Les populations initiales A, B et C sont issues d’une bactérie unique et ont été cultivées pendant 
environ 50 générations avant le début de la phase stationnaire. Ces populations de départ comme au 
chapitre précédent sont donc très homogènes. 

Pour identifier une diversification deux phénomènes sont envisageables. Les valeurs du phénotype 
observé peuvent se disperser de manière continue autour d’une valeur moyenne. La distribution des 
valeurs mesurées s’élargit alors. L’autre scénario de diversification consiste en l’apparition d’une 
nouvelle classe de valeurs distincte de celle d’origine. Nous pouvons considérer qu’un phénotype 
différent est identifiable s’il est représenté par une classe de courbes similaires, et que l’allure des 
courbes est distincte de celle du phénotype initial. Une allure distincte se traduit par un changement 
significatif de la valeur moyenne sur la classe de l’un des trois paramètres présentés au chapitre 2 : 
temps de détection, temps de division et signal de fluorescence à saturation. Un changement 
significatif désigne une différence supérieure aux coefficients de variation déterminés au chapitre 2 
(Tableau 2-1). La résolution phénotypique est meilleure sur le signal de fluorescence au plateau, c’est 
donc le paramètre privilégié. En effet, le temps de division présente une incertitude importante dans 
notre méthode d’estimation (Chapitre 2). Le temps de détection est, quant à lui, sensible à la taille de 
l’inoculum et à l’état physiologique de la cellule encapsulée ce qui interfère sur la lecture et rend 
difficile l’utilisation de ce paramètre pour discriminer les phénotypes.  
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Figure 5-6 
Résultats de l’analyse phénotypique en millifluidique de l’échantillon prélevé pour la population issue du clone 
A laissée 24 heures en phase stationnaire (Am J1). Les 701 courbes ne révèlent pas de diversité. Les lignées As, 
Bs et Cs présentent des résultats identiques après une journée. (Courbes normalisées par la valeur de 
saturation de la fluorescence du phénotype ancestral) 
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Par ailleurs, comme discuté dans l’introduction de ce chapitre, nous n’observons que les phénotypes 
discernables par notre méthode de phénotypage. S’il existe des modifications sans effet sur la 
croissance dans le milieu LB mesurée en goutte, nous ne les détectons pas. Par conséquent, sur 
chaque mesure, les courbes qu’on ne peut distinguer du phénotype ancestral sont assimilées au 
phénotype ancestral. Elles seront représentées en bleu foncé. Ceci ne vaut que dans notre espace 
d’observation. Il très probable que les bactéries à l’origine de ces courbes soient radicalement 
différentes mais que cette différence ne soit pas visible avec notre mesure. 

Nos chances d’observer une sous-population, une classe, deviennent significatives lorsque celle-ci 
représente 1% de la population globale. Cette limite implique que nous n’observons que les 
modifications phénotypiques performantes qui, en partant d’une représentation faible (<10-4), 
atteignent grâce à leur avantage sélectif une fraction de la population supérieure à 1%. 

 

5.3.2 Diversification dans l’environnement homogène 
Le premier résultat qui nous intéresse est d’évaluer combien de temps il faut pour observer une 
diversification phénotypique avec notre analyse en millifluidique. 

Après 24 heures, nous ne détectons aucune diversité sur les quatre lignées. La Figure 5-6 montre le 
résultat pour la lignée Am qui est représentatif des collections de courbes acquises pour les trois 
autres séries. La variabilité qu’on peut observer sur le temps de détection n’est pas significative : 
l’écart type est inférieur au temps de génération. La distribution de la valeur de fluorescence à la 
saturation est identique à celle mesurée sur les populations de référence avant le début de la phase 
stationnaire. Dans la limite de résolution de notre outil et dans notre espace d’observation aucune 
diversification n’est observée dans les premières 24 heures.  

Le premier signe de diversification, dans l’expérience incubée sous agitation, est mesuré après 6 
jours de phase stationnaire. Une courbe présente une allure significativement différente du 
phénotype ancestral. Mais le caractère significatif de cette courbe isolée est confirmé par 
l’observation d’une classe de courbes ayant la même allure après dix et quinze jours (Figure 5-7). Il 
est intéressant de constater que le temps nécessaire à l’apparition de diversité détectable avec notre 
dispositif, 6 jours, coïncide à peu près avec celui décrit comme nécessaire pour l’apparition de 
phénotype GASP. Nous n’avons pas vérifié si le phénotype qui apparaît est effectivement un 
phénotype GASP dans le sens défini par Zambrano. Mais si ce phénotype apparaît et représente plus 
de 1% de la population, c’est qu’il a « un avantage en phase stationnaire ». 
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Les courbes associées au nouveau phénotype apparu passent par un maximum. Nous n’avons pour le 
moment aucune indication sur la raison de cette décroissance après la phase exponentielle. Ce 
nouveau phénotype a surement acquis un caractère qui lui confère un avantage sélectif plus tard 
dans la phase stationnaire. Une conséquence collatérale de ce changement peut porter sur l’entrée 
dans la phase stationnaire, sous la forme d’une phase de mortalité précoce. 

Enfin, le même phénotype a été observé après, 6, 10 et 15 jours de phases stationnaires. Or, les 
cultures correspondantes ont été initiées avec une fraction de la même population, mais sont ensuite 
contenues dans trois tubes différents dans lesquels se déroule la phase stationnaire. Les scénarios 
dans les trois tubes semblent cohérents. Cela suggère, soit une forte probabilité d’apparition de ce 
phénotype nouveau, soit sa présence dans la culture avant la distribution dans les différents tubes 
pour la phase stationnaire. 

  

N=150 
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Figure 5-7 
Phénotypage de la population issue du clone A incubée 15 jours en phase stationnaire sous agitation. En plus 
du phénotype ancestral (bleu) qui représente 80% de la population, un deuxième phénotype (rouge) 
représente 20% de la population. Ce nouveau phénotype a été détecté également dans l’échantillon resté 
seulement 10 jours en phase stationnaire sous agitation. (Courbes normalisées par la valeur de saturation de la 
fluorescence du phénotype ancestral) 
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5.3.3 Diversification dans l’environnement hétérogène 
En comparant la diversification dans l’environnement agité et les expériences statiques nous 
pouvons évaluer l’importance de la structuration de l’environnement sur l’apparition de diversité 
phénotypique observable. Il semble que l’environnement structuré soit plus favorable à l’émergence 
rapide de phénotypes nouveaux. 

La diversité apparaît le troisième jour dans les trois environnements statiques. Les phénotypes 
émergents (tous représentés en rouge sur la Figure 5-8) constituent entre 1% et 5% de l’échantillon 
analysé. En revanche, l’environnement homogène ne montre aucun signe de diversification après 
trois jours (Figure 5-8). La structuration et l’hétérogénéité de l’environnement sont donc favorables à 
une émergence plus rapide de phénotypes différents observables. Ce résultat, illustré par un seul 
exemple dans cette expérience, a été confirmé avec au total 12 populations laissées pendant 7 jours 
en phase stationnaire. Les 6 populations sous agitation ne révèlent aucune diversité tandis que celles 
incubées statiques ont systématiquement 2 ou 3 groupes phénotypiques distincts. 

La structuration de l’environnement a bien un effet majeur sur l’émergence de diversité. D’une part, 
dans un milieu homogène il faut plus de temps pour observer une diversification sur le phénotype 
que nous lisons « croissance en milieu LB ». D’autre part, les phénotypes émergents sont tout à fait 
différents suivant que l’environnement est homogène ou hétérogène (Figure 5-7). 

Légende Figure 5-8 page 138 
Analyses phénotypiques après 3 jours de phase stationnaire pour la lignée sous agitation As, et les lignées 
statiques As, Bs et Cs. Le nombre N de courbes mesurées est indiqué sur chaque graphe. Le groupe identifié 
comme phénotype d’origine est systématiquement tracé en bleu. Sur chacune des trois lignées statiques, 
une sous-population exprimant une croissance en milieu LB différente est détectée et tracée en rouge. 
Enfin, les pourcentages que représentent les différents groupes phénotypiques sont indiqués. (Courbes 
normalisées par la valeur de saturation de la fluorescence du phénotype ancestral) 
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5.3.4 Convergence vers un phénotype ? 
Dans le cas des environnements statiques, on constate que parmi les phénotypes apparus dès 3 jours 
(Figure 5-8), deux sont très similaires. On observe en effet un phénotype à croissance plus lente et à 
saturation de fluorescence plus basse, représentant 3% et 1% dans les tubes des séries Bs et Cs, qui 
constituent deux expériences totalement indépendantes. Les analyses sur des populations après 7 
jours de phase stationnaire statique évoquées ci-dessus confirment que ce phénotype apparait dans 
plus de trois quart des cas. Nous avons observé que ce phénotype correspond à des colonies sur 
milieu solide brillantes et visqueuses, dites « mucoïdes » (Figure 5-9 droite). Cette morphologie de 
colonies indique la production d’un polymère à l’extérieures de la cellule. Lorsque cette morphologie 
de colonie a été prélevée et analysée avec l’instrument de phénotypage nous avons observé 100% de 
courbes présentant la même croissance lente et la saturation basse.  

Figure 5-9 
Photographies des colonies correspondant au phénotype ancestral (gauche), et au phénotype mucoïde (droite). 
En haut, photographies macro (barre 3mm). En bas, images de microscopie (2x, barre 1mm). Les colonies 
mucoïdes sont plus brillantes (reflet en haut à droite) et beaucoup régulières (cercle parfait en bas à doite). 
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Figure 5-10 
Les trois populations issues des clones A,B et C, convergent après 15 jours en phase stationnaire statique vers 
un phénotype (rouge) à croissance plus lente et à niveau de fluorescence finale plus faible qui représente au 
moins 97% de la population. Les phénotypes différents assimilables au phénotype de référence sont tracés en 
bleu. (Courbes normalisées par la valeur de saturation de la fluorescence du phénotype ancestral) 
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Après 15 jours de phases stationnaires, les trois expériences indépendantes en incubation statique 
présentent une population constituée à plus de 95% de ce phénotype identifié par les courbes de 
croissances plus lentes (Figure 5-10). Ces courbes correspondent toujours à la morphologie de 
colonie « mucoïde ». Cette convergence dans trois populations en parallèles, issues de clones 
différents, indique un déterminisme tout à fait inattendu. Il ne s’agit pas d’une régulation génétique. 
Le phénotype est conservé pendant plus de 50 générations de croissance dans un milieu riche, c’est à 
dire longtemps après avoir quitté les conditions dans lesquelles il est apparu. Cette « solution » 
semble incontournable dans la séquence environnementale envisagée. Ceci met en évidence que des 
processus aléatoires, ou spontanés, peuvent constituer des systèmes d’adaptation fiables car 
déterministes sur le nombre ou sur la durée. On retrouve une stratégie qui est comparable au « bet-
hedging ». À notre connaissance, ce phénotype n’a jamais été décrit dans le contexte de la phase 
stationnaire prolongée. Pourtant, il est observable sur boîte de Petri avec la morphologie 
« mucoïde » très reconnaissable. Ceci pourrait indiquer que les conditions statiques et la 
structuration de l’environnement sont décisives pour son succès : il n’est jamais observé en 
environnement homogène. 

La morphologie « mucoïde » indique que ce phénotype excrète un polymère. L’avantage sélectif 
associé pourrait être lié à une colonisation accrue des strates supérieures du liquide stagnant. 
Ionescu et al. ont montré que la production de certains exopolysacharrides chez E. coli était réprimé 
par RpoS (Ionescu et Belkin 2009). Or, les mutants rpoS correspondent à un type de GASP qui a été 
identifié. La convergenge phénotypique observée pourrait être liée à une fonction silencieuse mais 
très bien conservée car régulièrement exploitée dans des conditions comme cette phase stationnaire 
dans un milieu stagnant.  

Plusieurs scénarios sont possibles pour décrire cette convergence phénotypique. Concernant 
l’apparition du phénotype, son observation récurrente suggère un rythme d’apparition élevé. 
Malheureusement, nous avons travaillé avec de grandes populations initiales (109 bactéries) donc 
nous ne pouvons pas préciser la fréquence d’apparition. Pour estimer l’avantage sélectif il faut 
évaluer à quelle vitesse le phénotype envahit la population d’origine. La taille initiale de la population 
est d’environ un milliard d’individus, donc la fraction minimum du phénotype émergent, un seul 
représentant dans la population, est 10-9. On pourrait aussi supposer un mécanisme de variation de 
phase qui maintiendrait la fraction de ce phénotype juste en dessous de notre sensibilité (1%). En 
considérant ces deux points de départ, si le phénotype représente 1% de la population après trois 
jours (Figure 5-8), on trouve que l’avantage sélectif, est compris entre 0,22 et 0,03 par heures (Figure 
5-11). Dans les deux cas, un tel avantage conduit à un envahissement complet en moins de 10 jours. 
Or on observe encore quelques pourcents de phénotypes différents après 15 jours de phase 
stationnaire (Figure 5-10 et Figure 5-11). Cette situation indique que le phénotype n’a pas conservé 
l’avantage sélectif qui lui a permis d’augmenter sa fraction jusqu’à 1%, car, dans ce cas, il serait le 
seul détecté après 15 jours. Son avantage sélectif peut dépendre de la fraction qu’il représente dans 
la population. Il est également possible que les phénotypes encore observables aient également 
acquis des modifications phénotypiques qui les rendent plus compétitif et leur permettent de se 
maintenir au-dessus de notre seuil de détection. Le polymère synthétisé pourrait aussi bénéficier, 
après un certain temps, à d’autres phénotypes sans qu’ils aient à le produire. 
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Les populations semblent converger vers un unique phénotype dans les conditions de phase 
stationnaire statique. Cependant, la dynamique est loin d’être répétable comme le montre les 
résultats des populations après 6 jours. La composition phénotypique du tube de la lignée Bs prélevé 
après 6 jours (Figure 5-12), révèle la présence probablement transitoire d’un autre phénotype (tracé 
en vert). Malgré une éventuelle convergence, la diversification se fait probablement en suivant des 
chemins différents dans chaque tube. Cela doit dépendre de l’émergence aléatoire de phénotypes 
nouveaux ou même simplement de leur localisation initiale dans l’environnement qui est 
hétérogène. 

 

Alors que le « bet-hedging » est souvent présenté comme une assurance, une anticipation qui vise à 
se protéger d’un risque, la convergence que nous observons avec des trajectoires variées ressemble 
plus à une prise de risque maîtrisée. En effet, malgré de nombreux facteurs aléatoires, le phénotype 
finit par apparaître et par envahir la population. 
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Figure 5-12 
Phénotypage de la population issue du clone B incubée 6 jours en phase stationnaire statique. En plus du 
phénotype considéré comme ancestral (bleu), et du phenotype à croissance lente vers lequel les populations 
semblent converger (rouge), on observe un nouveau phénotype qui représente 85% de la population (vert). 
L’échantillon comporte 82 courbes. (Courbes normalisée par la valeur de saturation de la fluorescence du 
phénotype ancestral) 

Figure 5-11 
On représente schématiquement l’évolution de la fraction, x, de phénotype « mucoïde » au cours de la phase 
stationnaire avec un avantage sélectif constant. On représente la fraction non-mucoïde, 1-x. Deux cas sont 
représentés, une fraction initiale de 10-4 et une fraction initiale de 10-9. L’avantage sélectif (la pente) est ajusté 
pour atteindre une fraction de 1% après 3 jours (point noir). Le point rouge indique l’observation à 15 jours de 
la fraction de phénotype non-mucoïde (1-x) qui est de l’ordre de 2%. 
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5.3.5 Dynamiques variables et divergence 
 

Notre expérience se termine par l’analyse des populations après 30 jours de phase stationnaire. Les 
résultats suggèrent que l’adaptation ne s’arrête pas nécessairement avec la convergence vers le 
phénotype à croissance lente. L’environnement est modifié en continue. La population en phase 
stationnaire est probablement excessivement dynamique, comme suggéré par Kolter et Finkel. Ainsi 
sur la Figure 5-14, on observe que dans les tubes des trois lignées, As, Bs et Cs, le phénotypage donne 
des résultats très différents. Il y a 5 phénotypes significativement différents du phénotype initial 
(Phénotype initial et identification de la diversité 5.3.1). Ils sont mis en évidence avec les couleurs 
noir, rouge, violet, jaune et rouge foncé sur la Figure 5-14. En revanche, on observe 
systématiquement des classes bien distinctes dans notre espace d’observation. 
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Figure 5-13 
Schéma représentant la convergence, à 15 jours, puis la divergence phénotypique observée pendant la phase 
stationnaire prolongée dans un environnement statique. Les graphes sont issus de la Figure 5-10 et de la 
Figure 5-14. 
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Figure 5-14 
Les trois populations issues des clones A, B et C, analysées après 30 jours en phase stationnaire statique. Cinq 
phénotypes se distinguant significativement du phénotype ancestral. Le phénotype à croissance lente 
(mucoïde) représente encore une fraction importante dans les tubes As et Cs. (La saturation du phénotype 
ancestral est utilisée pour la normalisation et se situerait donc vers une valeur de fluorescence de 1, signalée 
par les tirets) 
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5.3.6 Relaxation en croissance exponentielle 
L’adaptation à la phase stationnaire a des conséquences sur les performances de croissance des 
mutants dans du milieu LB frais. Ce sont ces conséquences qui rendent notre méthode d’observation 
de la diversité phénotypique efficace. Elles nous ont permis d’observer une partie des dynamiques de 
diversification qui ont lieu dans une population en phase stationnaire prolongées. Mais si la 
croissance en phase exponentielle est modifiée, que se passe-t-il lorsque la population sort de la 
phase stationnaire ? 

Pour commencer à répondre à cette question nous avons relancé les populations, obtenues après 
trente jours, en croissance exponentielle sous agitation pendant vingt-cinq générations. La 
population semble converger rapidement vers un unique phénotype dominant (Figure 5-15). Les 
phénotypes dominants sont, comme attendu, ceux qui croissent le plus vite. Les compromis en phase 
stationnaire et en phase exponentielle sont différents. L’agitation homogénéise la culture et favorise 
la domination d’un seul phénotype. La croissance exponentielle accélère la sélection naturelle. La 
dynamique dans ce contexte est évidemment beaucoup plus rapide que celle de division cellulaire ou 
de mortalité pendant la phase stationnaire. 

Le coût sélectif pour le phénotype mucoïde (rouge brun) dans la population Cs est évident. Il a 
totalement disparu après 25 générations. En revanche, dans le cas de la population Bs, les deux 
phénotypes en compétition sont plus difficiles à départager. Le phénotype dont la croissance est la 
plus rapide l’emporte. En effet, le phénotype majoritaire après la compétition (jaune) semble avoir 
un temps de détection plus court de 25 min. Cet écart peut venir du temps de latence ou d’un 
rythme de division plus rapide. Dans les deux cas, l’avantage sélectif qu’on peut en déduire (0,04 par 
génération) explique très bien le changement de composition observé en 25 générations. Le 
phénotype désavantagé en vitesse de croissance semble avoir un rendement plus important : 
saturation plus élevée. Si ce résultat est confirmé, il pourrait s’agir d’une illustration du compromis 
de la stratégie évolutive r/K (voir p. 24). La coexistence des deux phénotypes lors de la phase 
stationnaire, correspondrait à deux stratégies différentes vis-à-vis de la carence en ressources : 
utiliser les ressources plus vite ou les utiliser mieux. 

Cette expérience sur trente jours soulève beaucoup d’interrogations et appelle de nouvelles 
expériences pour confirmer d’une part la convergence à moyen terme et la divergence à long terme. 
Isoler les phénotypes grâce au dispositif de tri de gouttes (2.2.3), et étudier comment ils « relaxent » 
en croissance exponentielle dans le milieu LB, devrait nous donner des informations sur la stabilité 
de ces phénotypes. On s’interroge notamment sur les chemins phénotypiques qui seront explorés 
lorsqu’on modifie la pression de sélection. Les états phénotypiques qui seront observés peuvent être 
très limités et correspondre à un retour vers l’état initial avant la phase stationnaire. Il est également 
possible, que selon ce que suggère la divergence à 30 jours, de nouvelles possibilités soient 
accessibles. Il ne s’agit alors plus d’un retour en arrière mais d’une nouvelle adaptation qui prolonge 
la divergence, ce qui constitue alors une radiation adaptative. 

Le séquençage et la caractérisation moléculaire des phénotypes observés constituent également un 
axe très intéressant pour poursuivre ce travail.  
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Figure 5-15 
Les populations des lignées Bs (haut) et Cs (bas) sauvegardées après 30 jours de phase stationnaire statique ont 
été propagées pendant 25 générations dans du milieu LB frais sous agitation. Les résultats du phénotypage des 
populations après cette période de culture en conditions favorables sont représentés. Dans la population Bs 
(haut) seules les fractions des deux phénotypes en présence ont changé. Tandis que pour la population Cs, 
deux nouveaux phénotypes ont envahit la culture. La vignette représente l’histogramme des valeurs de 
fluorescence finale justifiant la distinction de deux phénotypes. (La saturation du phénotype ancestral est 
utilisée pour la normalisation et se situerait vers une valeur de fluorescence de 1) 
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5.4 Conclusion 
 

Dans ce travail exploratoire sur l’adaptation d’une population en phase stationnaire, nous avons mis 
en œuvre une méthode originale pour suivre la dynamique d’adaptation. Nous avons choisi de lire les 
conséquences de l’adaptation et la diversité phénotypique avec notre mesure simple de courbes 
croissances dans des gouttes.  

Cette approche a permis de retrouver l’effet, connu, de la structuration de l’environnement et/ou de 
l’hétérogénéité des conditions, sur la diversification phénotypique. 

Ensuite, l’observation systématique d’un petit nombre de classes discrètes est également un résultat 
significatif. Cette particularité était déjà apparue au chapitre 4 (4.3.2 p.106), mais elle semble 
beaucoup plus générale avec le cas de la phase stationnaire. S’agit-il d’un nombre limité de solutions 
accessibles en raison des contraintes intrinsèques, des prédispositions, de la population de 
bactéries ? Ou ces classes sont-elles plutôt la conséquence de dynamiques de sélection par 
l’environnement qui seraient très contraignantes ? En effet, le génome et le réseau de régulation 
pourraient avoir un petit nombre de modifications bénéfiques accessibles. Ou alors les contraintes 
environnementales, via la sélection, filtrent drastiquement le nombre de phénotypes qui peuvent 
émerger (Figure 5-16). Probablement les deux. Les expériences de ré-adaptation à la croissance 
exponentielle pourraient permettre d’évaluer la responsabilité de l’environnement et du cadre 
imposé par les processus de diversification. 

Enfin, la dynamique observée suggère une forte convergence phénotypique lors de l’adaptation à la 
phase stationnaire à moyen terme. Cette convergence semble indiquer qu’une part au moins de 
l’adaptation est prédictible, déterministe. Peut être que cette part correspond à une mémoire dans 
le génome de trajectoires adaptatives déjà empruntées. L’adaptation à la phase stationnaire, c'est-à-
dire l’épuisement des ressources de l’environnement, a inévitablement déjà été explorée de 
nombreuses fois par E. coli. Pour autant, les chemins empruntés vers la convergence phénotypique 
peuvent être très différents. Cette variabilité sur les trajectoires est probablement due aux 
événements aléatoires impliqués dans la diversification. Mais la convergence s’impose du fait de la 
force des nécessités de l’environnement et/ou des possibilités limitées permises par le bagage 
génétique et épigénétique. Malgré cette « focalisation » on observe ensuite une divergence (Figure 
5-13). L’environnement est constamment modifié par les bactéries qu’il contient. L’adaptation n’est 
donc jamais au point mort.  
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Figure 5-16 
Représentation de la détermination des phénotypes observables, dominée par les contraintes génétiques et 
épigénétiques (à gauche), ou par les contraintes environnementales (à droite).  
Nous observons un petit nombre de phénotypes considérés comme adaptés. Ils sont le résultat d’une étape de 
création de diversité suivie d’une étape de sélection. Ces étapes sont représentées chacune par un plan. Elles 
sont responsables de la restriction sur la diversité finalement observée. La création de diversité a lieu grâce à 
l’ensemble des mécanismes de diversification présentés au chapitre 1, elle constitue un potentiel adaptatif que 
nous appelons « Prédispositions ». Dans le cas de gauche, cette diversité accessible est réduite à quelques états 
seulement et l’environnement n’a pas besoin d’être sélectif pour observer un petit nombre de phénotypes. À 
droite, le champ des possibilités est extrêmement vaste et continu, et c’est l’environnement et la sélection 
naturelle qui détermine l’observation de manière très restrictive. 
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Conclusion générale 
 

 

La mesure est un enjeu évident en science. Trouver de nouvelles manières d’enregistrer et quantifier 
un phénomène contribue à l’avancement de sa compréhension. Dans ces travaux de thèse, un 
nouveau dispositif pour l’analyse de la diversité phénotypique au sein d’une population de micro-
organismes a été développé. Il permet l’acquisition d’une information simple, mais riche et 
quantitative, sur chaque individu d’un échantillon. Ce système de mesure a été utilisé pour suivre 
l’adaptation de populations d’E. coli sous différentes conditions de culture en laboratoire. Ces 
expériences ont permis de valider la pertinence de l’outil et d’étudier les dynamiques de 
l’adaptation. 

Notre outil partage finalement de nombreuses spécificités avec la culture sur boîte de Petri. Notre 
outil, au prix d’un peu de technologie, offre les mêmes fonctionnalités premières : isoler et amplifier. 
Il permet d’isoler les bactéries et de les cultiver. La croissance constitue une étape d’amplification 
naturelle qui rend l’individu unique repérable et observable. On peut lire de l’information au sujet de 
chaque individu isolé, en observant la colonie qui en résulte. Enfin, comme sur boîte, il est possible 
d’extraire les colonies de son choix pour réaliser d’autres caractérisations. Mais, tout en restant 
simple, le dispositif millifluidique ouvre de nouvelles possibilités. Chaque colonie bien isolée peut 
faire l’objet de mesures quantitatives au cours du temps et dans des conditions parfaitement 
reproductibles. Cette caractérisation à haut-contenu et haute-résolution peut être ajustée et enrichie 
selon les problématiques. La composition du milieu dans les bioréacteurs peut être modifiée pour 
cibler certains processus, et de nombreuses techniques d’imagerie et de spectroscopie peuvent 
enrichir l’information acquise sur chaque réacteur. La statistique actuelle de 1000 bioréacteurs 
permet de détecter un phénotype qui représente 1% de la population. Mais cette limitation pourrait 
largement être repoussée en augmentant le nombre de réacteurs. Sans innovation majeure, il est 
possible de travailler avec 10 000 bioréacteurs, et on pourrait atteindre 105 en parallélisant. Plus la 
statistique est grande, plus il est possible de détecter des événements rares et des sous-populations 
plus petites. 

L’instrument de mesure développé est tout à fait approprié pour l’étude de la diversité phénotypique 
et des processus d’adaptation. Le potentiel de l’outil pour le phénotypage a été démontré sur le cas 
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de la variation de phase du gène ag43. Nous avons montré l’identification, sans rapporteur 
spécifique, des deux états d’expression. L’analyse de la collection de courbes acquises sur un 
échantillon nous permet d’estimer avec précision la composition phénotypique. Nous avons étudié la 
dynamique de population de la variation de phase d’ag43, sur des temps longs et dans différents 
environnements. Nous avons ainsi mesuré, pour la première fois, l’influence de la compétition sur la 
composition phénotypique. L’environnement détermine les proportions des deux phénotypes, tandis 
que la variation de phase assure que les deux phénotypes soient toujours présents et que la fonction 
ne soit pas perdue. 

La variation de phase du gène ag43 semble particulière car elle implique un mécanisme moléculaire 
qui n’est pas le fruit du hasard. Cependant, les résultats obtenus sur la résistance à l’ampicilline et 
l’amplification de gène, suggère que la dynamique appliquée à ag43 est très générale. En effet, nous 
avons identifié et mesuré des probabilités de duplication de gène et de délétion de copie qui 
assurent la présence des deux états dans la population. L’environnement et la compétition 
déterminent là aussi la composition de la population.  

Ces dynamiques de population ne sont pas nouvelles  mais nous pouvons les mesurer avec précision. 
Nous décrivons ainsi une phase de l’adaptation souvent négligée par rapport à l’étape de création de 
la diversité. Pour Ryall et Ferenci, comprendre et éventuellement prédire l’adaptation à une 
transition environnementale nécessite de connaître la diversité présente dans la population. Mais il 
faudra aussi inévitablement comprendre et mesurer l’action sélective de l’environnement sur cette 
diversité en amont et en aval de la transition. La vision figée et moyenne de la diversité n’est pas 
suffisante. Pour étendre notre gamme d’observation du spectre des mécanismes de diversification, 
nous pouvons augmenter le nombre de réacteurs et éventuellement adapter la lecture 
phénotypique. Il sera alors possible de détecter des événements plus rares ou sans effet visible sur la 
croissance telle que nous la mesurons. 

L’exploration de la diversité phénotypique pendant l’adaptation d’une population en phase 
stationnaire a confirmé la nécessité de considérer l’aspect dynamique. L’hétérogénéité de 
l’environnement influe aussi radicalement sur la diversification. Les résultats suggèrent une forte 
convergence phénotypique après quinze jours, puis une divergence après trente jours. L’adaptation à 
la phase stationnaire est probablement beaucoup explorée par E. coli. La part déterministe que 
représente la convergence n’est donc pas totalement surprenante. Ce déterminisme peut s’expliquer 
soit par une extrême spécificité imposée par les conditions environnementales, soit par une 
fréquence d’apparition plus élevée pour le phénotype de convergence. Ce dernier cas renvoie à 
nouveau à la dynamique décrite pour la variation de phase et l’amplification de gène. La fin de 
l’expérience fait apparaître une divergence phénotypique. C’est le signe que l’on commence à sonder 
un régime différent. Celui-ci fait probablement intervenir des événements de diversification plus 
rares. Les solutions évidentes et réversibles sont épuisées, ce serait le début de l’évolution. Pour 
comprendre cette dynamique de population, l’analyse génétique et fonctionnelle apportera de 
précieuses informations. Faire varier la taille des populations et explorer l’évolution des phénotypes 
émergents relancés en phase exponentielle, après les avoir isolés, aidera à élucider la nature des 
mécanismes en jeu. 
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Diversité phénotypique et adaptation chez Escherichia coli 
 étudiées en millifluidique digitale  

Denis COTTINET 

 
Les bactéries jouent un rôle majeur dans notre environnement. Leur omniprésence vient de leur 
remarquable capacité d’adaptation. Mieux comprendre cette adaptabilité peut permettre de mieux 
les combattre ou mieux les utiliser. La diversité des phénotypes au sein d’une population, c'est-à-dire 
les différents caractères observables, et les mécanismes de diversification sont les ingrédients de 
l’adaptabilité des bactéries. Pour étudier l’adaptation, nous avons suivi l’évolution temporelle de la 
diversité au sein de populations d’Escherichia Coli lors de changements environnementaux. Nous 
obtenons une image de la diversité grâce à un outil de phénotypage en millifluidique qui permet 
d’acquérir les courbes de croissances de mille bactéries en parallèle. À travers trois exemples nous 
montrons la pertinence de cette approche pour lire les phénotypes d’une population et nous 
explorons les rôles de la diversification et de la sélection darwinienne sur les dynamiques 
d’adaptation observées. La variation de phase du gène ag43 et l’exposition à une concentration non 
létale d’antibiotique illustrent une première phase de l’adaptation régie par la compétition entre les 
phénotypes dont les probabilités d’apparition sont les plus élevées. Enfin nous étudions pendant 
trente jours l’adaptation d’une population dans un environnement épuisé. Nous observons une 
convergence vers un phénotype à quinze jours. Ce déterminisme est commun aux trois exemples. En 
revanche, la suite de cette expérience est imprédictible : l’observation est différente pour chaque 
répétition. Une seconde phase d’adaptation se joue, elle est dominée par l’apparition rare de 
mutations bénéfiques. 

Phenotypic diversity and adaptation explored with digital millifluidic 

Bacteria play a major role in our environment. Their ubiquity comes from their amazing ability to 
adapt to environmental conditions. Understand their adaptability can help to cure infections or to 
use bacteria for biotechnology. The diversity of phenotypes within a population - different 
observable characters - and the diversification mechanisms contribute to the bacterial adaptability. 
In order to study the adaptation of bacteria, we followed the temporal evolution of diversity within 
populations of Escherichia coli through environmental transition. We get a picture of the diversity 
with a phenotyping tool in millifluidic allowing parallel acquisition of one thousand the bacteria 
growth curves. Through three examples, we show the potential of this approach to read the 
phenotypes within a population and we explore the roles of diversification and Darwinian selection 
on the dynamics of adaptation observed. The phase variation of the ag43 gene and the exposure to a 
non lethal concentration of antibiotic illustrate a first phase of adaptation governed by the 
competition between the phenotypes with the highest apparition probabilities. Finally we study the 
adaptation of a population in a depleted environment for thirty days. After fifteen days we observe a 
convergence towards a single phenotype. This determinism is common to all three examples. 
However, the end of the experiment is unpredictable: the observation is different for each repetition. 
It corresponds to a second phase of adaptation which is dominated by the rare appearance of 
beneficial mutations. 
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