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Chapitre 05 : Mécanismes Génétiques et Adaptation Microbienne: Mutations, Pression Sélective, et Transfert de Matériel Génétique
1. Introduction 
 L'adaptation microbienne repose sur une combinaison de mutations génétiques spontanées et de mécanismes de transfert horizontal de matériel génétique. Les mutations, qu'elles soient ponctuelles ou plus importantes, peuvent affecter les gènes de structure ou de régulation, entraînant des variations phénotypiques, telles que l'auxotrophie ou la résistance aux antibiotiques. En parallèle, la pression de sélection, notamment via l'usage d'antibiotiques, favorise la survie des bactéries résistantes. En réponse à cette pression, les bactéries échangent et acquièrent du matériel génétique par transformation, conjugaison, transduction ou recombinaison homologue, accélérant ainsi l'évolution et la diffusion de caractères avantageux dans les populations. Ces processus sont essentiels à la compréhension des dynamiques évolutives et de la résistance aux antibiotiques en microbiologie.
2. Les mutations chez les bactéries
L'étude des mutations et des mutants est cruciale en biologie, car elle offre des aperçus sur le fonctionnement cellulaire et l'organisation génétique. Voici quelques exemples de mutations observées chez les bactéries, illustrant la diversité des effets que les mutations peuvent avoir sur leur métabolisme et leur survie.
2.1. Mutants auxotrophes
Les mutants auxotrophes sont des bactéries qui, à la suite d'une mutation, présentent une exigence nutritionnelle spécifique par rapport à leur milieu de culture. Par exemple, un mutant peut devenir incapable de synthétiser la thréonine, un acide aminé essentiel. Ces mutants sont désignés par la notation thr-, tandis que les souches sauvages, qui peuvent synthétiser la thréonine, sont notées thr+. Les mutants auxotrophes peuvent avoir besoin d'autres nutriments en raison de mutations similaires dans d'autres voies métaboliques, ce qui conduit à une auxotrophie pour divers acides aminés, vitamines, ou bases puriques. Par conséquent, un même organisme peut présenter plusieurs déficiences nutritionnelles, ce qui est appelé auxotrophie multiple. Cette caractéristique est particulièrement utile pour les études génétiques, car elle permet de tracer des voies métaboliques et d'identifier des gènes spécifiques associés à des fonctions biosynthétiques.
2.2. Mutants résistants
Certains mutants présentent une résistance à des agents toxiques, tels que l'azoture de sodium (NaN₃) ou les métaux lourds. Ces mutants possèdent des gènes spécifiques qui leur confèrent cette capacité de résistance, bien que ces gènes ne soient pas obligatoires pour la survie de la bactérie dans un environnement normal. Lorsqu'une mutation se produit dans un gène de résistance, elle peut affecter la capacité de la bactérie à survivre en présence de l'agent toxique.
Par exemple, le gène azi confère une résistance à l'azoture, avec des bactéries résistantes notées aziR et celles sensibles notées aziS. De plus, il existe des gènes de résistance à des antibiotiques et à des bactériophages. Par exemple, E. coli est résistant au phage T2 grâce au gène ton, avec les souches résistantes étiquetées tonS et sensibles tonR. L'étude de ces mutants résistants aide à comprendre les mécanismes d'adaptation et de résistance aux traitements antimicrobiens, ce qui est essentiel pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.
2.2.1. La pression de sélection exercée par les antibiotiques 
La pression de sélection est un phénomène clé dans l'évolution des résistances bactériennes. Lorsqu'une population bactérienne est exposée à un antibiotique, seules les bactéries résistantes — possédant des mutations ou des gènes de résistance — survivent, tandis que les bactéries sensibles sont éliminées. Ce processus sélectionne ainsi les bactéries résistantes, leur permettant de se multiplier et de devenir dominantes dans l'environnement. Les mutations, souvent spontanées, peuvent altérer la cible de l'antibiotique ou affecter la perméabilité de la membrane cellulaire, tandis que le transfert horizontal de gènes, par conjugaison, transformation ou transduction, permet aux bactéries d'acquérir des gènes de résistance d'autres bactéries. Par exemple, la résistance aux carbapénèmes chez Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli est liée à l'acquisition de gènes codant pour des enzymes carbapénémases, facilitée par l'usage excessif d'antibiotiques comme les β-lactamines. Ce phénomène de sélection est exacerbé par l'usage intensif d'antibiotiques dans des secteurs comme l'agriculture, où des résistances aux tétracyclines ou aux fluoroquinolones se propagent par la chaîne alimentaire. Ce mécanisme de pression de sélection prépare le terrain pour étudier les mutations génétiques responsables de la résistance et les mécanismes de transfert des gènes, qui renforcent la capacité des bactéries à s'adapter à ces conditions stressantes
2.3. Mutants cataboliques
Les mutants cataboliques sont incapables d'utiliser ou de dégrader certaines substances, ce qui les rend dépendants d'autres sources de carbone pour leur croissance. Par exemple, une souche bactérienne peut devenir incapable d'utiliser le galactose, ce qui la rend gal-, tandis que les souches capables de le dégrader sont désignées gal+. De même, pour le lactose, on parle de mutants lac- pour ceux qui ne peuvent pas l'utiliser et de mutants lac+ pour ceux qui peuvent.
Ces mutants peuvent également être utilisés pour étudier les voies métaboliques et les mécanismes de régulation. Par exemple, le mécanisme de régulation de l'opéron lactose chez E. coli a été largement étudié à travers des mutants lac-. L'analyse de ces mutants a permis de mieux comprendre comment les bactéries s'adaptent à différentes sources de nutriments et comment elles régulent leur métabolisme en fonction des substrats disponibles.

Comment les antibiotiques provoquent ces mutations
Les antibiotiques peuvent être à l’origine de mutations bactériennes de plusieurs manières :
· Stress oxydatif : certains antibiotiques, comme les quinolones ou les β-lactamines, induisent la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) dans la cellule bactérienne. Ces molécules oxydantes endommagent l’ADN, provoquant des cassures ou des modifications de bases, ce qui entraîne des mutations ponctuelles.
· Interférence avec la réplication de l’ADN : des antibiotiques comme les fluoroquinolones inhibent la gyrase, enzymes essentielles à la réplication. Cette perturbation crée des erreurs lors de la duplication du matériel génétique.
· Activation de la réponse SOS : face à des dommages de l’ADN, les bactéries activent la voie SOS, qui stimule des ADN polymérases dites “translesionnelles”. Ces enzymes répliquent l’ADN endommagé mais sont très mutagènes, favorisant ainsi l’apparition de mutants résistants ou auxotrophes.
· Sélection indirecte : même si un antibiotique ne provoque pas directement une mutation, il sélectionne les mutants déjà présents dans la population en éliminant les cellules sensibles. Ces mutants peuvent présenter des altérations dans des gènes métaboliques (auxotrophes), de transport (cataboliques) ou de résistance.
De plus, les mutations auxotrophes et cataboliques, bien qu’elles ne confèrent pas directement une résistance, peuvent influencer la réponse bactérienne au traitement. Les mutations auxotrophes modifient les voies de biosynthèse et ralentissent le métabolisme cellulaire, ce qui rend certaines cibles d’antibiotiques moins actives. Par exemple, certaines souches d’Escherichia coli auxotrophes pour la méthionine ou la thréonine présentent une croissance plus lente, ce qui diminue l’efficacité des β-lactamines, qui agissent préférentiellement sur les cellules en division rapide.
Les mutants cataboliques, quant à eux, peuvent présenter des modifications dans les systèmes de transport membranaire, limitant la pénétration de l’antibiotique dans la cellule. C’est le cas de mutants lac⁻ ou gal⁻ d’E. coli, chez lesquels la perte de certains transporteurs ou perméases peut réduire l’entrée de certains antibiotiques hydrophiles, comme les aminoglycosides.
Ces altérations métaboliques peuvent donc réduire l’efficacité du traitement, favoriser un état de tolérance transitoire (ou persistance) et créer des conditions propices à l’apparition de véritables gènes de résistance. Chez Pseudomonas aeruginosa, par exemple, des mutants métaboliquement ralentis ou “persistants” survivent à des traitements prolongés par la ciprofloxacine ou la tobramycine, sans présenter de résistance génétique stable.




3. Transferts génétiques chez les bactéries.
La bactérie peut être l'objet de variations génétiques autres que la mutation. Celles-ci peuvent résulter du transfert horizontal de matériel génétique (échange entre fragments d'ADN) d'une bactérie à une autre, c’est la recombinaison génétique. Ce phénomène se produit grâce à la conjugaison bactérienne, la transformation bactérienne, ou la transduction bactérienne.

1. La conjugaison bactérienne :
1.1. Découverte de la conjugaison (expérience de Lederberg et Tatum en 1946):
Lederberg et Tatum en 1946 ont mélangé dans un milieu liquide, 2 types de mutants polyauxotrophes d'E. coli : La souche A est auxotrophe pour la méthionine et la biotine et prototrophe pour la leucine et la thréonine ; son phénotype est donc : met–, bio–, leu+, thr+. La souche B est auxotrophe pour la thréonine et la leucine et prototrophe pour la méthionine et la biotine ; d’où son phénotype : met+, bio+, leu–, thr–. Après plusieurs heures de contact, l'étalement de 108 bactéries sur un milieu minimum (sans T, L, M et B) est suivi, après incubation, de la croissance d'une centaine de colonies à la surface du milieu. Ces clones ainsi que leur descendance sont T+ L+ M+ B+. Par contre, aucune colonie n’est visible sur les boîtes témoins ensemencées avec des bactéries A ou B.
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Figure 01: Expérience de Lederberg et Tatum en 1946.

Aucune des deux souches auxotrophes n'est capable de se développer sur milieu minimum.
Par contre, l’étalement d’une partie de la suspension du mélange des deux souches sur milieu
minimum donne des colonies. Cette expérience suggère qu'il y a eu échange (de A vers B ou
de B vers A) de matériel génétique entre les deux souches, aboutissant à la formation de cellules "met+ bio+ thr+ phe+ thi+", capables de se développer sur milieu minimum. En effet,
il est impossible d'obtenir un tel résultat par le seul jeu des mutations; la fréquence des mutations est très faible, de l'ordre de 10-7 (1 mutation pour 10 millions de cellules) pour chaque caractère. Pour observer deux mutations simultanément dans une cellule de souche A
par exemple, il faudrait étaler au moins 1014 cellules. 


D'autres expériences ont permis, par la suite, de démontrer que le transfert génétique est unidirectionnel (polarisé); il se fait toujours de A vers B. En effet, la souche A possède un facteur F (Fertilité) qui la rend capable de donner des gènes. Il s'agit d'un plasmide dit conjugatif, qui porte les gènes responsables de la synthèse des pili sexuels et du transfert des gènes vers la réceptrice. Seules les bactéries possédant un plasmide conjugatif (ex: facteur F)
sont capables de donner des gènes.

1.2. Mécanisme de la conjugaison : Quand on mélange des bactéries donatrices et des bactéries réceptrices, le pili sexuel reconnaît des sites récepteurs pariétaux de la réceptrice et s'y attache. Ensuite, il se rétracte pour mettre les bactéries en contact. Il se forme alors un pont cytoplasmique par lequel se fait le transfert des gènes. Qu’un seul brin de l’ADN F est transféré dans le cytoplasme de la cellule réceptrice où il va servir de matrice pour la synthèse du second brin. L’autre brin d’ADN resté dans la cellule donneuse lui permettra de la même façon de reconstituer par synthèse du brin complémentaire un facteur F fonctionnel.
Le facteur F peut rester libre dans le cytoplasme ou s'intégrer dans le chromosome bactérien et se comporter par la suite comme une partie du chromosome (dans ce cas la bactérie est dite Hfr pour Haute fréquence de recombinaison).
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Figure 02 : Mécanisme de la conjugaison
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Figure 03 : Intégration et excision du plasmide F

Ces plasmides conjugatifs ont la capacité de s'intégrer dans le chromosome bactérien par recombinaison, ce sont des épisomes. Les souches ayant un plasmide intégré ont toutes les caractéristiques de bactéries F+ si ce n'est que lors du transfert de F vers une bactérie F-, ce transfert s'accompagne de celui de l'ADN du chromosome. Après cette conjugaison, il se produit une recombinaison dans la bactérie F- entre l'ADN du chromosome et l'ADN nouvellement introduit.
2. Transformation génétique :
2.1. Mise en évidence de la transformation (Expérience de Griffith (1928)) :
Griffith décrit deux souches de pneumocoques Diplococcus pneumomiae : la souche R (rough, car lorsque cette souche est cultivée sur milieu de culture artificiel, les colonies obtenues ont un aspect rugueux) et la souche S (smooth, car les colonies ont au contraire un aspect lisse). La souche S doit son aspect à une capsule polysaccharidique qu'elle synthétise autour d'elle. Cette souche est mortelle pour la souris lorsqu'elle lui est injectée. A l'inverse, la souche R ne synthétise pas une telle capsule, et elle n'est pas nocive lorsqu'elle est injectée à une souris. On sait aujourd'hui que cette différence entre les deux souches est due à une mutation, chez la bactérie R, du gène codant l'enzyme responsable de la synthèse de la capsule. Griffith observe tout d'abord que l'injection de bactéries S, si elles ont été préalablement tuées par la chaleur, n'est plus létale pour la souris. Pour une raison qui nous est toujours inconnue, Griffith décide alors d'injecter conjointement des bactéries S chauffées mélangées à des bactéries R vivantes. Cette fois, les souris meurent de septicémie. Les bactéries R, au contact des bactéries S tuées, ont donc acquis un caractère pathogène qu'elles ne possédaient pas précédemment. Ce phénomène a été appelé transformation bactérienne.
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Figure 04: Expérience de Griffith (Griffith et al., 2013).
 La transformation est le transfert de gènes résultant de l’absorption d’ADN nu par une cellule receveuse à partir d’une cellule donneuse. Certaines bactéries (ex : Bacillus, Haemophilus, Neisseria, Pneumococcus) peuvent absorber de l’ADN à partir de  l’environnement et l’ADN absorbé peut être incorporé dans le chromosome du receveur.
L'introduction de l'ADN se fait sans aucune aide extérieure ni phage, ni système spécifique de transfert. La bactérie donatrice est le plus souvent de même espèce que la bactérie réceptrice, la réceptrice n'est réceptrice que pendant un temps donné (compétence due à des facteurs de compétence protéiques). 

2.2. Mécanisme de la transformation : elle s’effectue selon les étapes suivantes :
· Fixation covalente de l’ADN à un complexe protéique membranaire : le "Transformasome"
· Absorption de l’ADN : L’absorption d’ADN diffère pour les bactéries en fonction qu’elles soient Gram + ou Gram -. Dans les bactéries Gram+ l’ADN est absorbé sous la forme d’une molécule simple brin et le brin complémentaire est fabriqué chez le receveur. Par contraste, les bactéries Gram – absorbent l’ADN sous forme de double brin.
· Recombinaison légitime/homologue/générale : Après que l’ADN du donneur ait été internalisé, un évènement de recombinaison réciproque a lieu entre le chromosome et l’ADN donneur. Cette recombinaison nécessite une homologie entre l’ADN donneur et le chromosome ce qui résulte en la substitution de l’ADN entre le receveur et le donneur.

La transformation a lieu dans la nature, mais, est couramment utilisée dans les laboratoires debiologie moléculaire. Elle permet d'introduire un gène d'intérêt chez la bactérie.
En laboratoire, la transformation artificielle peut être facilitée par des agents tels que le chlorure de calcium, qui rend la membrane cellulaire perméable à l'ADN, ou par des traitements thermiques ou électriques, comme l'électroporation. Les cellules transformées ne deviennent recombinantes que si les gènes portés par l'ADN exogène s'expriment. De plus, la transformation des bactéries est souvent plus efficace avec de l'ADN plasmidique, qui est moins susceptible d'être dégradé que des fragments linéaires et qui se réplique de manière autonome.
[image: ][image: ]
Figure 05 : La transformation bactérienne (Willey et al.,. 2017).


2.3. Applications scientifiques de la transformation bactérienne
La transformation a un grand intérêt historique :
 En bactériologie médicale, son intérêt est lié à l'émergence d'espèces résistantes aux
antibiotiques comme le pneumocoque ou récemment, le méningocoque. Cette émergence de
la résistance, à la pénicilline G par exemple, a été lente depuis l'introduction des antibiotiques.
En fait ce phénomène n'a été possible qu'après sélection de mutants résistants (streptocoques
buccaux) lors d'antibiothérapie puis de transfert du ou des gènes de cette résistance par
transformation naturelle à l'espèce pathogène potentielle en situation de portage.







3. La Transduction :
3.1. Mise en évidence de la transduction (Expérience de Zinder et Lederberg (1951)):
Une culture de la souche LT-2 de Salmonella typhimurium (souche auxotrophe pour l'histidine) et une culture de la souche LT-22 de Salmonella typhimurium (souche auxotrophe pour le tryptophane) sont placées chacune dans une branche d'un tube en U séparé par une membrane en verre fritté qui interdit tout contact entre les deux souches bactériennes. Des bactéries prototrophes pour le tryptophane sont obtenues à une fréquence de 10-5. Ces bactéries prototrophes appartiennent toujours à la souche LT-22 et aucune bactérie de la souche LT-2 ne devient prototrophe. La fréquence d'apparition des prototrophes exclut une mutation. La présence d'un filtre en verre fritté élimine la possibilité d'une conjugaison. L'addition de l’ADNase dans le milieu n'inhibe pas l'apparition des prototrophes ce qui exclut une transformation. La seule explication possible était celle d'un transfert génétique faisant intervenir de l'ADN sous une forme suffisamment petite pour traverser le verre fritté et sous une forme suffisamment protégée pour résister à l’ADNase. Des études complémentaires ont permis de montrer que le transfert était dû au phage P22 et que ce transfert pouvait être aboli par des anticorps neutralisants dirigés contre le phage P22.
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Figure 06 : Expérience de Zinder et Lederberg (1951)



La transduction est le transfert d'ADN bactérien à partir d’un donneur vers un receveur par l'intermédiaire d’un bactériophage. Dans la plupart des cas le transfert de gène a lieu entre des membres de la même famille de bactéries. Cependant, si un phage particulier possède une large gamme d’hôtes alors le transfert entre espèces peut avoir lieu. La capacité d’un phage à médier la transduction est reliée au cycle de vie du phage.


3.2. Types de transduction :
3.2.1. Transduction généralisée :
La transduction généralisée est une transduction au cours de laquelle potentiellement n’importe quel gène bactérien de la bactérie donatrice peut être transféré à la réceptrice. Les
bactériophages qui assurent la transduction généralisée découpent généralement l’ADN de l’hôte en plus petits morceaux et encapsident cet ADN dans une particule phagique par erreur lors de l’encapsidation. Occasionnellement, un des morceaux de l’ADN de l’hôte est accidentellement empaqueté dans la capside du phage. Ainsi, n’importe quel gène du donneur peut potentiellement être transféré mais ne sera transféré qu’autant d’ADN que peut contenir une tête de phage. Si une cellule réceptrice est infectée par un phage qui contient de l’ADN du donneur, l’ADN du donneur entre dans le receveur. Dans la cellule réceptrice un évènement de recombinaison généralisée qui substitue l’ADN du donneur à l’ADN du receveur peut avoir lieu.
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Figure 07: Transduction généralisée (Willey et al.,. 2017).

3.2. 2. Transduction spécialisée :
La transduction spécialisée est une transduction au cours de laquelle uniquement certains gènes du donneur peuvent être transférés au receveur. Différents phages peuvent transférer différents gènes mais un phage individuel peut seulement transférer certains gènes. La transduction spécialisée est assurée par des phages lysogéniques ou tempérés et les gènes qui sont transférés dépendent d’où le prophage est inséré dans le chromosome. Pendant l’excision
du prophage, occasionnellement une erreur peut se produire lorsqu’une partie de l’ADN de l’hôte est excisée avec celui du phage (excision anormale). C’est seulement les gènes de forte proximité du site de l’intégration du phage peuvent être transférés (d’où la transduction spécialisée). Après réplication et libération du phage et infection du receveur, la lysogénisation du receveur peut avoir lieu, ce qui résulte en un transfert stable des gènes du donneur. Le receveur va alors avoir deux copies des gènes qui ont été transférés. 
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int,R, A, H, I : gènes de lambda (intégrase, enz. de lyse, prot. de tête, prot. de queue, prot. de queue). Ori : origine de réplication de lambda. Cos : extrémités cohésives de lambda. attB : séquence d'attachement : intégration spécifique entre Gal et bio.
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Figure 08 : la transduction spécialisée
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