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RESUME

Les bactéries et les bactériophages sont ubigestaRarasites obligatoires des bactéries, les
bactériophages modifient fortement la diversiteaetynamique des populations bactériennes.
Comprendre l'interaction bactérie-bactériophage r poévoir et contréler leur évolution a de
nombreux intéréts en écologie, industrie, et eméspublique. La coexistence des bactéries et
des bactériophages repose en partie sur la coévolahtagoniste qui s’établit entre eux.
Nous avons choisi d’étudier les contraintes génésq limitant la coévolution entre
Escherichia colet PhiX174.

En étudiant la niche écologique de PhiX174, nouma\établi que les souches sensibles a ce
bactériophage étaient a la fois rares et remargaghr leur diversité phylogénétique. De
plus, alors que le lipopolysaccharide (LPS) esétepteur reconnu par PhiX174, nous avons
déemontré que PhiX174 peut lyser des bactéries anbdes LPSs trés variés, ce qui contraint
la population bactérienne a résister autrement nquiedifiant son récepteur. Puis, en
modifiant le génotype de I'hdte bactérien ensemems&c PhiX174, nous avons
profondément altéré la pérennité de la coexistbactérie-bactériophage. Enfin, nous avons
mis en place un protocole de coévolution eiitrecoli C et PhiX174 qui nous a permis de
discuter de I'évolution de la pression de sélectioduite par les bactériophages sur la

population bactérienne et de I'existence d’un camps entre virulence et infectivité.

Il semblerait, en définitive, que les fortes ralas épistatiques entre les genes participant a
I'interaction bactérie-bactériophage, sont autatcdntraintes génétiques qui s’ajoutent aux

contraintes écologiques déja décrites et limitartdévolution antagoniste qui s'établit entre

E. coliet PhiX174.

MOTS CLES

Coévolution antagonist&scherichia coli PhiX174, contraintes génétiques.



TITRE ET RESUME EN ANGLAIS

TITLE

Antagonistic coevolution between bacteria and bact®phages
Genetic constrains applied on the experimental modl&scherichia coli C — PhiX174.

ABSTRACT

Bacteria and bacteriophages are ubiquitous. Obligairasites of bacteria, bacteriophages
significantly alter the diversity and the dynamafsbacterial populations. Understanding the
interactions between bacteria and bacteriophagesrder to predict and control their
evolution, has many interests in ecology, indusémyd public health. The coexistence of
bacteria and bacteriophages is partly due to antsio coevolution dynamics that
established between them. Here, we chose to stuelygénetic constraints limiting the

coevolution betweekscherichia coliand PhiX174.

Studying the ecological niche of PhiX174, we foutidht the sensitive strains to this
bacteriophage, were both rare and remarkable far pig/logenetic diversity. Moreover,
while the lipopolysaccharide (LPS) is recognized the receptor of PhiX174, we
demonstrated that PhiX174 can lyse bacteria dispiag variety of LPS, compelling the
bacterial population to resist except by amendiagaceptor. Then, modifying the genotype
of the bacterial host inoculated with PhiX174, ved profoundly altered the duration of the
bacteria-phage coexistence. Finally, we establishprbtocol of coevolution betwedn coli
and PhiX174 which allowed us to discuss the evotubf the selection pressure induced by
bacteriophages on bacterial population and theends of a compromise between virulence

and infectivity.

It seems, ultimately, that epistatic relationshipstween genes involved in bacteria-
bacteriophage interactions are strong genetic @ingt limiting the antagonistic coevolution

betweerE. coliand PhiX174, in addition to ecological constragiteady described.

Key words : Antagonistic coevolution, genetic coaisits,Escherichia coli PhiX174.
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B-glucoside

colony forming unit. Unité bactérienne a l'origine d’une colonier foite de
Pétri.

coefficient d'infection (rapport entre la concentration virale lsactérienne).
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insertion de séquence virale correspondante.
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single strandedbinding protein. Protéine se fixant sur ’ADN simple brin.
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INTRODUCTION

Dans I'étude bibliographique ci-apreés, je voustend explorer le monde invisible des
microorganismes. Nous retracerons ensemble I'nésté la découverte des bactéries et des
virus. Puis, nous considérerons l'importance édglog de [linteraction bactérie -
bactériophage. Nous étudierons, ensuite, la nat®rroévolution antagoniste, les modeles
théoriques et expérimentaux existants, et les parasy déterminant I'évolution des deux

protagonistes. Enfin, je vous présenterai le systexpérimentaEscherichia coli PhixX174.

Dans un deuxieme temps, je vous exposerai lesrdiffeé volets de mon travail de
thése, ainsi que les résultats obtenus. A sawdinde de la niche écologique de PhiX174 ; de
I'influence du génotype hoéte sur la durée de cderteE. coli - PhiX174 ; et du taux

d’évolution de PhiX174 en coévolution continue aEecoli.

Enfin, dans une dernieére partie, et aux vues deasmdtats, nous discuterons d’'une
part des contraintes géneétiques limitant la coéiarluantagoniste entre la bactérie h&te
coli et le bactériophage parasite PhiX174, et d’aute pes intéréts en écologie, pour
I'industrie et la santé publique de I'étude deda@wwolution bactérie-bactériophage et de ce qui

peut étre fait avec le modele expérimematoli- PhiX174.
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Découverte des bactéries et des bactériophages

1. Découverte des bactéries

La découverte des bactéries fait suite aux prograkisés en microscopie au XVlle.
En 1676 Antonie Van Leeuwenhoek décrivit des « aldmles », des petits animaux
invisibles a I'ceil nu, et notamment des bactérfas.XVllle, Lazaro Spallanzani a été le
premier a montrer de facon expérimentale que lesramiganismes ne naissent pas
spontanément, mais proviennent de la contaminatites infusions par Il'air ou
I'environnement. Il a également observé que cestaim reproduisaient par scissiparité. Au
XIXe, Louis Pasteur mit définitivement a bas ladhé de la génération spontanée, et
découvrit le rdle des microorganismes dans lesgasacs de fermentation et de putréfaction.
Avec Robert Koch, Louis Pasteur démontra le rble dgents infectieux dans certaines
maladies, et particulierement celui des bactéijemnt les bases de leur prévention par
I'hygiéne et les vaccinations. En trés peu d’années principaux germes bactériens des
grands fléaux de 'humanité furent découverts rlobia, peste, lepre, syphilis, tuberculose, et
cholera. (15).

Aujourd’hui encore, les bactéries sont souvent iéagl dans une perspective
anthropocentrique, c’est-a-dire en se focalisangselques especes causant des pathologies,
ou d'autres utiles en industri€ependant, au XXe siécle on a aussi fait des aeancé
considérables en écologie bactérienne, et on geaggurd’hui I'importance des bactéries

dans les réseaux trophiques des différents écosgsté
2. Découverte des virus et des bactériophages

La découverte des virus est liée, elle, a la misgaint de techniques de filtration
permettant de purifier les eaux de boisson. En 188Harles de Chamberland, un
collaborateur de Louis Pasteur, proposa de nouvBln@s en porcelaine, qui pouvaient étre
calibrés avec des pores homogénes et de taillablari On pouvait alors évaluer la taille
approximative des microbes les traversant, et c@ssi qu’en 1892, Dimitri lwanowski
découvrit le premier virus, celui de la mosaiquetahac. Les champignons et les bactéries

étaient retenus par les filtres aux pores les filus, alors que les virus invisibles au

13



microscope passaient a travers ces filtres et dexiegu infectieux. Karl Mayer confirma en
1899 gu'il s'agissait d’'un étre « vivant » qui saltipliait et n’était donc pas une toxine.

En 1957 André Lwoff les définit ainsi : « les virgent des objets biologiques de
nature corpusculaire, doués de continuité génétimaee a un ADN ou un ARN constituant
son génome, dépourvus de systemes enzymatiqueblespdiassurer leurs synthéses et
devant, de ce fait, emprunter a la cellule infec&emachinerie bioénergétique pour se faire
répliquer en un tres grand nombre d’exemplaires). (Pour ce qui est des bactériophages,
virus parasitant les bactéries, il est admis adjbui qu’ils aient été découverts
indépendamment par deux microbiologistes, I'angraederick Twortet le franco-canadien

Félix d’'Hérelle.

En 1915, Frederick Twort remarqua sur ses boitesPd&i des colonies de
Staphylocoques a l'aspect vitreux, dont le repiguegstait infructueux. Il constata que les
colonies de Staphylocoques de morphotype sauvagendent transparentes si on les
touchait avec la substance des colonies vitreuse® vit rien au microscope qui puisse
expliquer ce phénomeéne, et nota seulement queneige actif pouvait traverser les filtres de
Chamberland tout en conservant cette propriétgugti Frederick Twort conclut qu’il pouvait
s’agir d'un virus, d’'une petite bactérie, d’'une bmibu encore d’'une enzyme produite par la
bactérie ce qui conduirait a son autodestructibpublia ses résultats dai$ie Lanceten
1915 (15).

A la méme époque, Félix d’Hérelle, qui travaillaitl'Institut Pasteur a Paris, est
amené a étudier des cas trés séveres de dysemtezesles soldats revenant du front. (110).
Il se demanda si le bacille qu’il isol&higella dysenteriaesuffisait pour induire la maladie
ou si un autre élément lui était associé. SchwegtiDorset, en 1903, avaient montré en effet
gque ce n’était pas la bactérie retrouvée chez Badas du choléra qui était responsable de la
maladie, mais un agent pathogene qui traversatiliiess et lui était associé (une toxine ici).
Félix d’'Hérelle analysa alors les filtrats des tlons de culture ensemencés avec les bacilles
isolés des patients ; et il observa que certaitrsti pouvaient induire la lyse des autres
bouillons. Il vérifia I'absence de bactéries daes filtrats, et se pencha alors plus précisément
sur cette substance antibactérienne. En 1917, Kgtérelle publia, dans les Comptes
Rendus de '’Académie des Sciences, un articlaulétik Sur un microbe invisible antagoniste
des bacilles dysentériques » (40). Dans ce méniaieécrit la formation de plages de lyse,

ainsi que la nécessité de la présence des bactdias 'amplification de la substance
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antibactérienne, et la spécificité de I'hote. Iltandoutefois que « son parasitisme est
strictement spécifique, mais s'il est limité a wspece a un moment donné, il peut s’exercer
tour a tour sur divers germes par accoutumance’¥érmlle appela ce microbe:

« bactériophage ». En 1942, 'observation des baptéages par Luria et Anderson avec les

premiers microscopes électroniques, confirma q@gissait d’organismes particulaires, ce

qui finit de lever les doutes de la communautérgitique sur leur nature (44).

Il apparut par la suite que linfection par les téaiophages pouvait entrainer, dans
certains cas, outre la destruction des bactéaesutvie du virus dans la bactérie sans effets
délétéres autres que des résurgences lytiguesaegulEnfin des 1925, Oskar Bail démontra
que certaines souches de colibacilles produiserfagten continue des bactériophages (cf.
p22).
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ll. Importance écologique de l'interaction bactérie- bactériophage

1. Importance numérique des populations bactériennes @hagiques

Si les bactéries et les virus sont des organismasilbles a I'ceil nu, ils sont cependant
ubiquitaires, et I'on en trouve dans tous les lpetoterrestres. On estime qu’il y a environ
10 cellules bactériennes sur Terre (4’ ipde sol, 1.1UmL d’eau douce et dix fois plus de
cellules bactériennes que de cellules humaines ldacwps humain). Par ailleurs, il y aurait
10 fois plus de virus que de bactéries, soit*#itus (entre 16et 16/mL d’eau marine, entre
1% et 13%mL de sédiments et environ L@ de sol). La majorité des virus sont considérés
comme étant des bactériophages, puisque les kecsémt les proies les plus courantes et que
I'abondance des virus correspond fortement a cédle bactéries (25); on fait parfois
I'amalgame entre 'ensemble des virus et les baqikages. Si I'on considere qu’en moyenne
un phage pése ialtons, 'ensemble des bactériophages de la @amprésenterait donc
une masse de 1Dg, soit I'équivalent d’'un million de baleines blsugdultes (de 100 tonnes
chacune) (7, 8) !

De par leur distribution, leur nombre, et la biosesg|u’ils représentent, bactéries et
bactériophages méritent toute notre attention. Ndissuterons dans ce chapitre de la
diversité des bactéries et des bactériophagesa dmdcificité de l'interaction bactérie —
bactériophage, et de l'impact de la lyse sur I'égm et I'évolution des populations

bactériennes et virales.
2. Ecologie bactérienne
a. Détection et diversité des bactéries de I'environapt

La différenciation au microscope des multiples espéactériennes est tres limitée.
En effet, les traits morphologiques ne suffisers ddes distinguer les unes des autres. |l faut
bien souvent les cultiver pour obtenir des caratidues physiologiques et biochimiques
plus informatives. Or, cela pose un probleme decs€ité, car seules certaines bactéries
peuvent pousser dans des conditions de laboraf@ii€s), lesquelles ne sont donc pas
représentatives des bactéries de I'environnemeria #n des années 1970, Carl Woese a
préconisé de classer les espéces vivantes gréme ARN ribosomique, ce qui lui permit
ensuite de rassembler tous les organismes damsb«d’du vivant » (Figure 1)(128). On a
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alors proposé d'identifier les espéces bactérierdifficilement cultivables grace a leur

ARN;s, et d’établir des phylogénies pour mesurer laadist évolutive les séparant. (93).

Arbre phylogénétique de la vie

Bactéries Archées Eucaryotes

Bacteries
wiries My amyceies
Mg menteuses Amibes Ardrmaus
Champlgnons

Spirochétos

Gram
posithres

Mothanasarcing
Methanobaclorium

Halaphllas
Filanbes

Cilles

Protéocbacténles

Afolanosoeeid

T. colad
Thermoprodous

Byroalic et

Cyancbacbéries

Planctomyces Flagellés

Hachoraidos Trichomenades

Cytophaga
Microspondos

Thermooga

Diplomonades

Agulfar

Figure 1 : Arbre phylogénétique du monde vivant.
Arbre construit en comparant les séquences d’ARBsomique (68).
Codecouleur : Enrouge les archées, emarron les eucaryotes, et émeu les bactéries.

b. Un maillon essentiel des réseaux trophiques

A la fin du XIXe, la bactériologie environnementalensistait en I'étude de la survie
des pathogénes dans l'eau. Puis, jusqu’au milieuXde, les chercheurs ont décrit les
microorganismes de I'environnement (notamment rsgriet leur distribution. Enfin, depuis
les années 1975, on s’est intéressé au rble dédries dans les biotopes (83). Les bactéries
ne sont plus vues uniquement comme des « simpbtEcomposeurs et régénérateurs de
nutriments, mais elles font partie intégrante deseaux trophiques. Elles entretiennent des
relations complexes de mutualisme, commensalisme, patasitisme avec d’autres

procaryotes ou des eucaryotes, et sont elles-méesexibles des protozoaires, et des

bactériophages.
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3. Ecologie virale
a. Détection des virus et diversité des bactériophages

Les bactériophages sont-ils aussi diversifiés gsdnt nombreux dans la biosphére ?
Pour pouvoir estimer la diversité des bactériopbageétablir une taxonomie, il faut pouvoir
les détecter de la facon la plus exhaustive passitlis éventuellement les isoler et les

cultiver pour les caractériser plus précisément.

Pour déceler un phage donné, on a la possibilitatrdduire son héte dans
I'échantillon a tester, et d’attendre de voir s produit de la lyse. L’hote doit donc étre
connu et cultivable. Or, comme nous I'avons via été montré que la majorité des bactéries
de I'environnement étaient non cultivables, ce liguite fortement cette premiére approche.
De plus, cette technique est restrictive puisge’akk vise que les virus parasitant I'hote mis
en culture. Il existe d’autres méthodes ne néaedsipas forcément la culture de I'héte
potentiel, comme par exemple la microscopie éleajtm) la cytométrie de flux, I'utilisation
d’anticorps spécifiques, ou encore la génomiquse.frélévements peuvent étre concentrés de
facon aspécifique (précipitation, centrifugatiornlirdtion), ou bien spécifique avec une

amplification sur un (ou plusieurs) hote(s) potelsti

La génomique est la méthode la plus exhaustive gétacter les virus. Il n’existe pas
de séquence équivalente a I'ARN ribosomique, @tipsur différencier les bactéries et tous
les organismes dits « vivants », qui soit conseoh&z I'ensemble des virus et permette de
les détecter systématiquement. Toutefois, on retral@s séquences spécifiques des différents
groupes de virus. On recherche donc les tracegslséguences qu’'on amplifie séparément,
cela permet de remonter aux groupes de virus peskEms les échantillons analysés. Le
polymorphisme de ces séquences est ensuite ygdisemesurer la diversité a l'intérieur de
ces groupes (25). Cependant cette approche ne ppgaside découvrir des nouveaux groupes
de virus puisqu’il faut avoir d’avance une séquemaieles caractérise. C’est pourquoi, il a été
proposé d’étudier les métagéenomes de virus. Lesid@mn obtenues sont quantitatives, et
permettent d’estimer le nombre de génotypes et lalbbondance relative dans un
environnement. Les résultats sont surprenantss: ggés000 génotypes viraux différents dans
200L d’eau marine, jusqu'a 1 million par kilo dedsent marin et entre 160 et 1200 dans
I'intestin humain (25, 35).
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b. Taxonomie des virus

L’International Commitee on Taxonomy of Viruses, @LiTV, est un comité qui
travaille sur un systeme de classification et uomenclature virale reconnues a I'échelle
internationale. La taxonomie proposée est hiéraéghien ordres (3), familles (56), sous-
familles (9), genres (233) et espéces (15500e espece virale étant définie comme « une
classe de virus de type polythétique constituantligmee réplicative et occupant une niche
ecologique particuliere ».’espece PhiX174, par exemple, est du gewierovirus, de la
famille desMicroviridae. La classification repose sur des criteres physkioiiques : la
nature du génome (ADN ou ARN, simple ou double )pria présence ou I'absence d’une
enveloppe, la symétrie et les particularités dedpside (Figure 2). Cette classification des
virus n'est pas aujourd’hui intégrée a celle reliked trois domaines des étres vivants. En
effet, contrairement aux Archées, Bactéries, etaBuates qui eux descendent d’'un ancétre
commun, l'origine des virus reste énigmatique @etsdu controverse (55). Il semblerait méme
gu’elle puisse étre polyphylétique. Du reste, orcoienait pas les liens phylogénétiques entre
les différentes familles de bactériophages. Au d&in groupe réunissant les virus ayant une
méme symétrie de capside, il est probable queitas @ient plusieurs origines et que ce trait
phénotypique ne soit qu’une convergence.
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Phages a ADN double-brin

Phage T4 Phage T7 Lambdoide

Phages a ADN simple-brin

PhiX174 M13

Phage a ARN simple-brin Phage a ARN double-brin

MS2 Phi6

Figure 2 : Diversité des bactériophages.

Photos de microscopie électronique : phage T4 |Mhage T7 (51), phage lambdoide
(photographie prise avec Ariane Bize d’Avezac ansfitut Pasteur), phage PhiX174
(photographie prise avec Ariane Bize d’Avezac asfitut Pasteur), M13 (1), phage MS2 (2),
phage Phi6 (3).
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En 2002, Robert A. Edwards et Forest Rohwer, oop@sé un arbre protéomique
des bactériophages (Figure 3) (46, 99). Cet arbé&éareconstruit a partir des génomes
complets de 105 virus, soit 3981 protéines potiesiell semblerait que I'ajout de nouveaux
génomes ne bouscule pas la répartition des gralgesus trouves par I'ICTV. Mais pres de
20% de ces nouveaux génomes ne correspondent ypabi@nchement déja connu, ce qui
laisse penser qu'il reste de nombreuses famillegirde a caractériser. Ceci est parfaitement
illustré par I'étonnante diversité des virus intett les Archées qui a été découverte tres
récemment (19).

. Siphophage
Srphg_ﬁi)kgoge pTPQ[%)l -likg

Podophage _
PZA-like Siphophage
SK1-like
Myophage 3t %
PQ‘“ke % / 2 ‘: PleCTrothge ‘
(sSDNA) </ Siphophage
B SFI21-like
= Inophage
Mmham wonla‘u.nr'o.ﬂv ps-b;;.na i pammammwms:wmxs (SSDNA]
Mycoplasma arthritidis ¢ MAV1 ‘ . l_ A momae\;r;:rahaemlyucus VIO4KEB
z 30" \_Leviohage
(SSRNA)
~ D29-like
Siphophage

ICTV classification

: X ] 7 4_||ke : % = pl-]E:’C)Wid:a!e = Microviidae
Podg-pll rk-]eC]g e C h p -l L | i ke = :I;"“V:‘.T‘i‘;:lili.ﬂ:fl:('" J-}"J‘Wi“' li]@
Microphage (ssDNA) B acates”

Figure 3: Arbre protéomique reliant les bactériophages.
Arbre construit par Robert A. Edwards et Forestwah(99).
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c. Cycle de vie des bactériophages: bactériophagerilevits et
bactériophages tempérés

Au sein des virus, les bactériophages se caraetérigsar des cycles de vie en

interaction directe et obligatoire avec les baeggu'’ils infectent.

Tous les bactériophages ont une phase d’adsorgtitan cellule hoéte, puis soit ils
pénétrent entierement dans la cellule, notammaeist E5nt enveloppés (ex : Phi6), soit ils
injectent leur génome a travers la membrane bactgei Ensuite, selon qu’ils sont virulents

ou tempeéres, ils entrent dans une phase produotiveéans une phase de latence (Figure 4).

Bl

||| ~ V,,\

Phage wrulent chronique Phage tempéré pseudolysogénique Phage tempéré lysogenique
Figure 4 : Cycles de vie des bactériophages.
I Adsorption

I Injection du génome

[l Réplication, transcription, traduction virale

v Assemblage des (pro)virions

Vv Sortie par bourgeonnement ou extrusion

VI Lyse

VIl Génome viral « dormant »

VIII  Transmission verticale

IX Réactivation du virus (stress environnemental)
X Perte du génome viral
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Les génomes des bactériophages virulents songuégli transcrits et traduits apres
leur entrée dans la cellule. Les génomes et capsiéleformés des (pro)virions s’assemblent
et la nouvelle génération de bactériophages sola @ellule hote, soit par bourgeonnement
ou extrusion, c’est a dire sans tuer la cellulet@@ophages virulents chroniques, ex : M13),

soit en lysant la cellule (bactériophages Iytiquas, PhiX174).

Les génomes des bactériophages tempéres, eux, ist@grés (bactériophages
lysogeniques, ex A) ou non (bactériophages pseudolysogeniques, €X:aB génome
bactérien. lls sont répliqués avec le génome hbteaasmis verticalement aux nouvelles
générations bactériennes, ils sont dits « dormanis encore « prophages ». Le génome viral
peut-étre perdu au cours d’'une division cellulairgeut aussi étre ré-activé, notamment en
cas de stress environnemental (UVs, pauvreté dieundxtérieur) et entrer dans un cycle
productif Iytique (33). Les bactériophages tempédyédsgénes ou pseudolysogénes peuvent
réprimer l'activation du cycle lytiqgue, et assur@nsi leur transmission verticale d’'une
génération bactérienne a l'autre. Ce faisant, rilgp&chent les bactériophages tempérés du
méme type d’infecter la bactérie hote, et lui apgtrdonc une certaine immunité contre ces

bactériophages apparentés.

La lysogénie et la pseudolysogénie peuvent étres voemme des stratégies
sélectionnées chez les virus leur permettant warestmission verticale. Si les hotes sont trop
rares ou bien si les conditions environnementaiegent fortement la survie des particules
virales libres, alors le maintien du génome viraingdant dans un génome bactérien peut étre
sélectionné. Les bactériophages tempérés représienteplus ou moins 1% de la population
des virus des océans ; leur induction spontanéeetstivement faible entre TOet 10°
bactériophages par bactérie par génération (35kddsidere que 40% des bactéries marines
sont lysogenes (58). Cela n'est pas limité aux dvaat marines, puisque la plupart des
souches . coli séquencées portent des prophages ou des restesplages dans leur
génome ; chez certaines souches on trouve jus@uigiomes de bactériophages constituant

pres de 10% du génome bactérien (90).

De méme, le fait d’étre lytique pourrait étre sé@mé dans un environnement ou la
densité en hodte est importante. On considere pampbe que le phage virulent de
Streptococcus thermophilugui décime les bactéries de l'industrie laitiesetait a l'origine

un prophage qui aurait évolué pour étre lytiguéeementeur (35).
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L’intensité de la sélection agissant sur la stiatdgsogene ou lytique, est fonction de
la densité en hdéte et de la probabilité de survis thactériophages. L'impact des
bactériophages sur I'écologie et I'évolution depuydations bactériennes dépend de leur cycle
de vie virulent ou tempéré, mais aussi de la spééif de linteraction bactérie —

bactériophage (étendue du spectre d’héte).
d. Spécificité d’hbte des virus

Les études de la diversité des virus révelent guglupart des espéces peuvent étre
retrouvées dans des biomes différents (12). Cglpase soit qu'il existe des hétes identiques
dans les différents biomes, soit que les virus or@ pas spécifiques d’'un hoéte et peuvent
s’attaquer aux hoétes gu'ils trouvent dans un biclmené, ou encore que ces deux conditions

sont réunies.

Or, on a longtemps considéré que les bactériophaggasnt un spectre d’hote étroit
(une seule espéce bactérienne, ou méme un setypErac’est-a-dire gu’ils n’infectent que
des bactéries proches les unes des autres (7)étaelalié au fait que certains bactériophages
ne reconnaissent que le récepteur tres spécifiquiewtehdte, et montrent peu (ou pas)
d’affinité pour les récepteurs ayant une structés légerement différente. Cette stricte
correspondance permet d'ailleurs d'utiliser cegabactériophages pour différencier leurs
bactéries hotes par lysotopie (cf. p-118).

Cependant, il a été montré que certains bactérggshaont un spectre d’hote
étonnement étendu (plusieurs genres bactérienpgetent étre isolés tres facilement de
I'environnement (18, 70). Pour garantir le préleeaeindes virus a large spectre, I'étape

d’enrichissement peut se faire avec plusieurs hétes

Il est important de noter ici le fait que I'étendiie spectre d’hbte des bactériophages
est un parametre susceptible d’évoluer, en fonatisiamment de la concentration et de la
diversité de la population bactérienf¥ans certaines conditions, il peut y avoir adapiati
d’un virus a un nouvel héte, plus ou moins procad'ltbte ancestral, avec ou sans perte de la
capacité a lyser cet héte ancestral. Cette aptitudent les bactériophages a étendre leur
spectre d’héte, n’est pas sans rappeler la capde#t@irus a changer d’hote, ce qui peut étre a

I'origine de nouvelles maladies virales humainesmme par exemple le HIV (virus du
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chimpanzé), le SRAS (virus de la chauve souris)ecore celui de la grippe A (HIN1V

pourrait étre d’origine porcine et/ou aviaire).

Cette possibilité de changer d’héte est a la foablgmatique (ex : expansion d’'une
épidémie), mais peut aussi étre utilisée dansusirie (production de bactériophages sur des
bactéries différentes de I'h6te de référence (C8jte versatilité est surtout trés importante si
I'on considere que les bactériophages peuvent pummodes échanges de matériel génétique

entre les bactéries.
e. Transferts génétiques

Les bactériophages contribuent aux transferts bot@ix de génes entre especes
bactériennes de fagon indirecte en induisant ket idpcide nucléique bactérien par la lyse,
lequel peut-étre par la suite transféré a un awganisme par transformation naturelle. De
facon plus directe, les bactériophages peuvent sgpoi’hdte des fractions du génome de la
cellule précédemment infectée, et encapsidéesrpauren la place de leur génome. C'est le
mécanisme de la transduction généraliggiepermet des échanges génétiques de fragments
d’ADN pouvant aller jusqu'a 200kb. Enfin les baa@hages lysogénes peuvent aussi
« capturer » dans leur génome des genes bactéafiemérét (résistance aux antibiotiques,
genes de virulence...) gu’ils peuvent par la suitgppger au sein des espéces ou bhien d’'une
espece a l'autre (70, 121). De ce fait, les bampbages participent a la diversification des

especes bactériennes.

Il est important de noter ici que les opérons braté et les modules composant les
génomes des virus sont des groupes de genes fameisoassez semblables qui peuvent se
réarranger et s'échanger par recombinaison homologteelleurs, on dit parfois que les
génomes bactériens sont « en mosaique ». La frergieire les méetagenomes bactériens et
viraux est bien floue ; d’ou la notion de « poohétique » (63). Il résulte de ces transferts
génétiques une forte dynamique au sein des géndesasicroorganismes qui leur permet de
répondre rapidement aux changements de I'enviroenemDans l'especeée. coli par
exemple, seuls environ 2000 génes sont conseryestentes les souches sur les 4000-5000

génes constituant leur génome (115).
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Par ailleurs, les génomes des bactériophages sanawssi soumis a une influence
bactérienne, notamment par le « biais de codores blactériophages les plus compétitifs sont
ceux qui ont optimisé la traduction de leurs prmgj et tout particulierement les capsides, en
adaptant leurs séquences nucléotidiques a la disjigndes ARN de transfert de I'héte.
Presque tous les bactériophages ont au moins um @yt le biais de codon de leur héte,
méme si la plupart de leurs génes ne le sont [23s (3

4. Impact de la lyse par les bactériophages sur I'écnjjie bactérienne

a. Recyclage des nutriments et influence sur le climat

La lyse des bactéries par les bactériophages estivea les bactériophages seraient
responsables de 10 & 50% de la mortalité des ctigs systémes aquatiques (59). Compte
tenu de l'importance numeérique des populations éveines, cette prédation a un effet

capital sur les communautés microscopiques et magpapies.

La lyse induit la dispersion des débris cellusidans le milieu marin, ce qui participe
a la circulation des nutriments dans la chaine altaire. Cela a aussi un impact sur la
géochimie locale, de part les propriétés chimicgeteghysiques des éléments dispersés (58).
Par exemple, la lyse par les virus conduit a larditién de sulfure de diméthyle (DMS), ce
qui pourrait avoir une influence significative darclimat. Le DMS est a I'origine de I'odeur
caractéristique de I'air marin, mais au-dela demepriétés aromatiques, il exerce également
un effet refroidissant sur le climat. Une fois oggd dans I'atmosphére, les molécules de
DMS forment un brouillard d’aérosols et participentla formation de nuages. Ceux-cCi
agissent comme de véritables ombrelles en empéthadnétration d'une partie des rayons

du soleil, limitant ainsi le réchauffement du gldb8).
b. Dynamique des populations phagiques et bactériennes

La lyse des bactéries par les bactériophages impfctement les populations
bactériennes, et ce d’autant plus quand les baptéages sont nombreux. Considérerons dans
un premier temps la dynamique des populations phagi puis celle des populations
bactériennes qui en dépend.
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La concentration en virus d’'un milieu est un paraeéynamique, fonction de leur
survie, et de leur multiplication par I'infectioBans les écosystemes aquatiques le turn-over
des virus serait extrémement rapide, entre uneehetirquelques jours (58). Les UVs
participent a la dégradation des virus ; tous ofytgas sensibles de la méme facon. En effet,
il a été observé que certaines cellules hétes patroachinerie réparant les lésions de leur
génome dues aux UVs. Quand elles sont infectées, mkuvent ainsi réparer les lésions des
génomes viraux. En conséquence dans ces zonegééslailes virus peuvent mieux

« supporter » les radiations que d’autres dansdees plus sombres (58).

La croissance des virus dépend de la densité ddsries ; 'hdte doit étre a une
concentration minimale pour gqu’ait lieu la rencenties virus se déplacant de facon passive.
Or dans la nature, la plupart des especes baatéseont moins de nutriments qu’au
laboratoire et elles atteignent des densités sduweins importantes. L'état physiologique
dans lequel les bactéries se trouvent conditiooneautant la réussite de I'infection, puisqu’il
faut que I'néte soit « infectable ». @rvivo les bactéries seraient tres frequemment en phase
stationnaire, et il a été observé que bien souweniiro, les bactéries en phase stationnaire
ne peuvent pas produire de virus (35). Les virumptrés, comme nous l'avons vu
précédemment, ont eux la possibilité d’infecterbdastéries qu’ils rencontrent, et de rester a
'état de dormance en attendant un changement elevitbnnement qui permette leur

multiplication.

Les virus les plus abondants dans les systemesiqugsne représenteraient que 3 a

5% de la population virale totale, les autres éaebre moins fréquents (<0.01%) (25, 35).

Les dynamiques des populations virale et bactériesorg étroitement liées. On
considere que les bactériophages infectent préféllentent les bactéries les plus
compétitives, parce qu’elles dominent en nombresdarpopulation, et que la probabilité de
les rencontrer est donc plus importante. La lys&ad®pulation héte dominante par un virus
libére une niche qu’un nouvel héte peut envdbiir.virus jusqu’ici faiblement représenté peut
devenir abondant et inversement un virus jusqusatlaminant diminuer drastiquement. C’est
la théorie « Killing the winner » formulée par Tgstad et Lignell, en 1997 (113). Elle
suggere gu’'une grande partie de la diversité bacide serait générée et maintenue par la
pression de sélection imposée par la présence daxibphages, et ce malgré I'utilisation de

ressources communes.
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Pour résumer, les bactériophages, par la lyse,frantdia dynamique des populations
bactériennes en libérant de nombreux nutriments danvironnement, en induisant de forts
goulots d’étranglements, et en contribuant a laéggion et au maintien d’'une importante

diversité d’espéces.
5. Evolution de l'interaction bactérie - phage

Nous ne pouvons pas étudier I'impact des populatfgmgiques sur les populations
bactériennes, sans considérer que la trés fortesipre de sélection imposée par les
bactériophages sur les bactéries favorise 'émemyele la résistance. Les bactéries ayant
développé des stratégies d’évitement sont en sffleictionnées. De méme I'obligation de
lyser les bactéries pour se multiplier induit uned pression de sélection qui avantage les
virus contournant les stratégies d’évitement dévadep par les bactéries.

La coexistence des bactéries et bactériophageserepmsc sur le principe d’une
évolution conjointe, dite coévolution antagonisians le cas du systéeme bactérie/phage
lytique, le parasite évolue pour rencontrer sorhédirvivre en association avec cet hote et se
multiplier a ses dépends (en entrainant la motthdée). Dans le méme temps, I'hdte évolue

pour échapper au parasite, et/ou s’en défendre.

Alors gu'il est délicat d’étudier la microévolutiahes systémes naturels de par leur

complexité (méme si cela commence a étre fait —)jk@ba peut étre fait en laboratoire.

Pour suivre et comprendre la dynamique des génetyme succédant dans les
populations hotes et parasites qui coévoluent,étéaproposé de formaliser I'évolution des
deux protagonistes a l'aide d’équations mathémasiget de tester ensuite la validité de ces
modeles d’évolution théoriques en comparant lesltas ainsi obtenus a ceux engranges
grace a I'expérimentation au laboratoire. DansHapitre suivant, nous discuterons de ces

modéles théoriques et expérimentaux.
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[ll. La coévolution antagoniste bactérie — virus

1. Infectivité, productivité, virulence et résistance

Avant toute chose, définissons ici les termes sus/a infectivité, productivite,

virulence et résistance.

Nous utiliserons le terme irfectivité » du phage pour parler de sa capacité a
reconnaitre une bactérie et a initier l'infectidku laboratoire, on mesure l'infectivité par
I'étendue du spectre d’héte en croisant différesitmes bactériens et viraux (issus d’'une
méme population, de différentes populations ou ende différentes générations), ainsi que
par le taux d’adsorption a I'héte.

Nous utiliserons le terme productivité » du phage pour parler de sa capacité a se
multiplier en l'infectant une bactérie. Plus le rme de virus de deuxieme génération
produits est important et plus le virus est dit eductif ». Au laboratoire, on mesure la
productivité par le nombre de virions de deuxieréaégation libérés aprées l'infection d’une
unique bactérie (en anglais « burst size »), a@josipar la taille des plages de lyse produites

sur un tapis de bactéries sensibles et initiéesipairus unique.

Nous utiliserons le termewirulence » du phage pour mesurer I'impact de l'infection
du virus sur la population bactérienne. Notonsiofuious ne considérons que des virus
lytiques, induisant donc systématiquement la mertadbactérie, la virulence d’'un phage se
mesure donc par son impact sur la survie de lalptpn toute entiereAu laboratoire, on

quantifie la virulence a I'aide des caractéristgjde la courbe de lyse en milieu liquide.

Une bactérie résiste a un phage quand elle n'astgz@nnue par ce phage, ou qu’elle
bloque une étape de son infection.réaistanceestpartielle quand la productivité du phage
est seulement diminuée et elle &siale quand aucun virus de deuxiéme génération n’est
produit. Ce phénotype de résistance peut-@rdgournable ou absoluy, si un bactériophage

pouvant infecter cette souche a été isolé ou non.
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2. Théorie de « La Reine Rouge »

Nous l'avons vu, la coexistence des bactéries gtbdetériophages repose sur le fait
que les populations hétes ont la capacité de ragpoaada pression de sélection permanente

liée a la présence des parasites, et inversement.

Pour illustrer ce processus dynamique, Leigh Valel formula en 1973 sa théorie

dite de la « Reine Rouge » basée sur le fait gueteractions entre organismes conduisent a
des courses évolutives permanentes. Elle tire sond¥on épisode fameux du livre de Lewis
Carroll : «De l'autre coté du miroip (deuxiéme volet, dk Alice au pays des merveilles »

au cours duquel Alice et la Reine Rouge se landans une course effrénée. Alice demande
alors : «Mais, Reine Rouge, c'est étrange, nous couronsvie paysage autour de nous ne
change pas ? Et la reine répondit: Mous courons pour rester a la méme place.
L’environnement se modifiant sans cesse, la séleataturelle permet seulement aux étres
vivants de conserver leur degré d'adaptation. kpga@es ne sont pas plus « évoluées » pour

ce qui est du rapport de forces.

Nous discuterons dans un premier temps, des dedelesthéoriques principaux : le
modéle « géne pour géene » et le modele « aux sl@eaespondants ». Dans un deuxieéme
temps, nous présenterons les systemes biologayistants. Enfin, dans un troisieme temps,
nous listerons les différents parametres « cléaseeptibles d’influencer le cours de la

coévolution.

3. Des modeles théoriques pour illustrer la coévolutibantagoniste

a. Modele « géne pour gene »

Dans un modeéle « géne pour gene » (« gene for >game anglais) multilocus, on
considere qu’il y & genes chez I'hdte qui permettent de résister amxsites, ey genes chez
le parasites qui permettent de contourner la g&sist de 'h6te. Un parasite est d’autant plus
infectieux qu’il a de génes contournant la résistade I'h6te et I'hdte est d’autant plus
résistant qu’il a de génes permettant de fairetavdimfection par le parasite. Pour expliquer
gu’un parasite super infectieux et qu'un héte supsistant n’envahissent pas rapidement la
population, on associe un codt physiologique a obhaggne d’infectivité/résistance. Donc
plus le parasite/h6te a de genes d’infectivitégtésice, et moins il est compétitif. Dans ce

modeéle il suffit que le parasite ait un géne d'atif@té qui ne soit pas contré par un géne de
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résistance chez I'h6te pour que linfection aitili€a coévolution « sature » quand I'avantage
apporté par la mutation (probabilité plus importadtéchapper au parasite pour I'héte ou le
contraire pour le parasite), est moins importarg lgucolt physiologique engendré par cette
mutation Alors face a un «super parasite » qui aurait acé&nan maximum de genes
d’infectivité, les bactéries qui résistaient auxusi d’'infectivité intermédiaire ne sont plus
avantagées. Le fort colt physiologique payé pasuecession des genes de résistance
accumulés fait qu’elles sont contre sélectionn@sgue les bactéries sensibles au virus
ancestral plus compétitivese maintiennent dans la population. De méme, lepers
parasite » n'a plus d’avantage a contourner tolgeseésistances qu’il ne rencontre plus, et
donc les parasites de moindre infectivité et plampétitifs persistent eux aussi dans la
population. Ainsi entre une population héte et population parasite il peut y avoir tout
d’abord une course a I'armement, qui s’essoufflgeett atteindre un état d’équilibre. (9, 102).
Les parasites qui évoluent selon ce modéle d’éwamut géne pour géne », tendent a devenir

généralistes, c’est-a-dire qu'ils infectent un sped’héte de plus en plus large.

Nous pouvons représenter les génomes bactériensagk par une suite de 4 genes
ABCD pour les bactéries, et pour les bactériophages. Chaque géne peut premdre
valeur 0 ou 1, suivant s'il correspond a un alkgasible ou non-infectieux (alléle 0), ou a un
allele résistant ou infectieux (allele 1). Si lstgyme évolue suivant un modeéle évolutif « gene
pour géne », alors les bactériophages ne peuvset lgs bactéries que s’ils ont un nombre

d’alleles d’infectivité supérieur au nombre d’adiglde résistance (Figure 5).

Génotypes bactériernis
X 0000 0100 1100 1101
-§ 1000 Lyse
é 1010 Lyse Lyse
\8 1011 Lyse Lyse Lyse
8 1111 Lyse Lyse Lyse Lyse

Figure 5 : Modele théorique d’évolution « gene pougéene ».
Un gene bactérien peut étre un allele sensibley@gsistant (1). De méme, un gene viral
peut étre un allele non-infectieux (0), ou infegki€l).
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b. Modele « aux alléles correspondants »

Alors que dans le modéle « gene pour géne » differgénes d’infectivité peuvent
contourner difféerents genes de résistance, on deresique dans le modele « aux alleles
correspondants » (« matching alleles » en anglaig)it y avoir stricte correspondance entre
les génes d'infectivité et ceux de résistance Hétd. Dans ce modele on n'associe pas de
colt physiologique aux genes d’infectivité/résisantn’y a pas accumulation non plus de
genes d'infectivité/résistance, (donc pas de «rsygaeasite »), mais il peut y avoir un
polymorphisme dans les populations bactériennesades, avec une répartition en fréquence
inversement proportionnelle a la pression de sélecgissant sur les différents génotypes.
Les parasites qui évoluent selon ce modéle d’éwariut aux alleles correspondants », tendent
a devenir spécialistes, c’est-a-dire qu’ils infetten spectre d’ho6te restreint. Decaestecker et
coll. ont montré gu’avec le systeme antagoniS@phnia magna(crustacé) etPasteuria
ramosa(bactérie), on avait une évolution dynamique ety aux alléles correspondants »,
avec une stricte correspondance entre un génotyfee didun génotype parasite, et une
adaptation relativement rapide du parasite a som &c perte de son pouvoir infectieux sur
les générations passées (43). Dans ce méme aeila teurs discutent du fait que des génes
distincts peuvent contribuer a la valeur sélectile parasite et & son infectivité, et ils
suggerent que ces genes pourraient évoluer séparé@nsuivre I'un ou l'autre des deux

modéles théoriques « géne pour gene » ou « algsatiérrespondants » (43).

Reprenons le formalisme des génomes bactéreiisD et viraux Selon le
modéle évolutif « aux alleles correspondants », Hastériophages ne peuvent lyser les
bactéries que si au moins un allele d’infectivitésh pas contré par un alléle de résistance

(Figure 6).

Génotypes bactériernis

x 1011 0110 1101 0111
I
S 0100 Lyse
0
S 0001 Lyse
P
2 0010 Lyse
‘O
V)

1000 Lyse

Figure 6 : Modéle théorique d’évolution « aux alleds correspondants ».
Un gene bactérien peut étre un allele sensibley@gsistant (1). De méme, un gene viral
peut étre un alléle non-infectieux (0), ou infegki€l).
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c. Un continuum de possibilités d’évolution, du modétgne pour géne » au

modeéle aux « alleles correspondants »

Agrawal, et Lively comparent les deux modéles « geor géne » et « aux alléles
correspondants », et les présentent comme lesratdsd’un continuum de possibilités (9).
lIs traduisent en équations un modéle intermédiare paramétrant sa distance aux deux
précédents modeles. Dans ce modele-ci, les parabigerait préférentiellement I'héte
correspondant, mais aussi partiellement les hateseels il pourrait avoir acces avec le
modéle « gene pour géne ». En se déplacant ledangpntinuum, on passe graduellement
d’'un systéme composés de plusieurs spécialistefyyantaavec une dynamique « aux alléles
correspondants », a un systeme ou des spéciatistegstent avec des géneéralistes et des
parasites au spectre d’héte intermédiaire, jusquiasysteme ou il n'y a plus que des

généralistes, évoluant avec une dynamique « gamegame ».

Il existe encore une alternative aux deux modelgéne pour géne » et « aux alléles
correspondants » : la possibilité d’adapter 'uauX au systeme biologique étudié pour coller
au plus pres de ce qui est observé. C’est ce qumpent Forde et coll., dans une étudessur
coli B et les bactériophages TIls modifient les équations du modéle « géne paureg»,
afin de tenir compte du fait que le virus coévdise toujours aussi bien I'héte ancestral, et
de moins en moins bien les hétes de plus en plésobees, alors que dans le modéle
« classique », on considere que le virus coévoird pussi en virulence sur I'’h6te ancestral
(54).

L’entreprise de biotechnologies Danisco travaille'@ptimisation des souches
bactériennes utilisées dans les fermenteurs d#ukimie laitiere. lls ont rfécemment découvert
un meécanisme de résistance des bactéries aux ibpbges, basé sur I'accumulation de
séquences virales dans des structures bien paetesl les CRISPRs (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats)(13). Lesestmps virales s’integrent les unes a la
suite des autres, et conferent a la bactérie wistaéce aux bactériophages porteurs de ces
mémes sequences. Dans une étude en 2008, Andetd3anfield ont pu rattacher les virus a
leurs hotes grace a ces séquences de CRISPRs.tllsooné que la recombinaison est
intensive et qu'elle permet aux virus de contourl@erésistance des bactéries. Seuls les
séquences insérées les plus récemment correspoadees virus coexistants avec les
bactéries. Cela suggere que le mécanisme estyiasnijue. Nous pourrions considérer qu'il

s’'agit d'un exemple intermédiaire entre le modelgére pour gene » et «aux alléles
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correspondants », puisqu’il y a a la fois accunmaoatde résistance par la bactérie, mais
nécessité d’'une stricte correspondance pour guseltesffective (11).

Ces modéles théoriques, ont été traduits en éasatet utilisés pour générer des
données simulant la dynamique des génotypes se&daricdans la population. lls ont été
validés en comparant les données simulées auxtatsulbtenus en expérimentation. Ils
permettent a présent d’approcher la dynamique tiéeo des génotypes dans des systemes

biologiques nouveaux.

Dans des conditions de laboratoire favorables émniliiche, aération, contréle de
I'agitation et de la migration), nous pouvons natiendre a obtenir des cycles rapides de
coévolution antagoniste, et observer la succesdam génotypes bactériens et phagiques.
C’est ce qui a été fait avec les modéles expériawmpnprésentés ci-dessous.

4. Les systémes bactérie — bactériophage expérimentauxlassiques »

a. E. coli B et les bactériophages T

Les premiers systemes expérimentaux de coévolutionagoniste bactérie-
bactériophage ont été décrits a la fin des annéé6. 1%vin et Chao étudiaient alors la
coévolution entre la souche B &e coli et les bactériophagds (21). Notons, qu’il n’existe
pas de lien phylogénétique connu entre les bagidéaiges T, ils ont cependant tous une

capside icosaédrique un ADN double brin et une gueu

1. T4

En faisant coévolueE. coli B et le phage T4, difféerentes mutations de résigta
peuvent émerger. Un co(t de la résistance a éténahslequel varie avec la mutation,
I'environnement (richesse du milieu, températueg)e contexte géenétique. Les mutations les
plus profondes au niveau du récepteur ont un doygiplogique plus important sé. coli B.

Ce codt est susceptible d’évoluer, ainsi Lenski (78 observa gu’il diminuait de 50% en
400 générations en absence de bactériophagesaetared qu'il y ait a nouveau sensibilité au
phage ancestral. Il a méme constaté que les mwatmnpensatoires émergeantes pouvaient

aussi augmenter la valeur sélective des bacté&resldes ancestrales.
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Il n’a pas été observé de virus T4 pouvant contunes résistances. Un équilibre
s'établit alors entre les souche&dtoliB sensibles, les souches résistantes, et le phtaige T

2. T7

La durée de la coévolution entke coli B et le phage T7 dépend de la nature des
mutations de résistance émergeantes. Il a étévadbgae les mutations du récepteur conférant
la résistance . coliB a T4, la rendent souvent résistante & T7. Cepgndantrairement a
T4, le phage T7 peut contourner certaines mutatiengsistance, ce qui permet une « course
aux armements » entre la résistance et son comtimemt. Les bactéries sensibles, les
bactéries résistantes de premiere génération é&tscele deuxiéme génération pouvant

coexister avec les deux générations de bactériesh@g).

La coévolution parait étre asymétrique, en favewr ligctéries. En effet, certaines
mutations ne semblent pas contournables par Is,yiatamment quand le récepteur entier est
perdu. Plusieurs choses peuvent alors arrivert lssi bactéries résistantes et sensibles
coexistent avec les bactériophages, comme danasl@le T4, soit les bactéries résistantes,
dont le colt s’est amoindri au point de disparaigrvahissent la population, remplacent
entierement les bactéries sensibles et les baghéres disparaissent alors, soit une mutation

chez le phage peut finir par émerger, en modiBangpécificité de récepteur.
3. T2

Contrairement a T4 et T7, le phage T2 a deux réoepipossibles siit. coli B, dont
celui de T4. La perte de ce récepteur réduit lghfaté de 50%, ce qui s'apparente a une
résistance « partielle ». A partir de ce mutantigésistant, il est facile d’isoler des bactéries

résistant pleinement a T2.

Comme pour T7, des virus T2 contournant la résigtamt été observés, ainsi que des

bactéries résistantes de seconde génération, nsagepairus pouvant infecter celles-ci.
4. T5

Il semblerait quE. coli B puisse résister a T5, sans que cela n'impliqueairn de
résistance. De plus, on n'a pas observé de phag®l\mnt contourner cette résistance. Cela
expliquerait le fait qu'on ait observé I'extinctiootale des bactéries sensibles et des

35



bactériophages. Ce phage T5 est tres utile, endaatcontre exemple pour I'étude du
compromis entre résistance et croissance. De plupeut se demander comment un tel virus
subsiste dans la nature. Soit il est en voie di¥ekitin, soit dans certaines autres conditions la
résistance aurait un codt, aussi minime soit-ilencorekE. colin’est pas son héte préférentiel

dans la nature.

b. E. coli O157:H7 et son phage

E. coliO157:H7 est une souche pathogene pouvant entid@seanfections intestinales
séveres. Cette bactérie se retrouve généralemiéntédieur des intestins de bovins et donc
dans les produits de consommation (viande hactié&tde souche perd son pouvoir pathogene
a haute température. Le fait de pouvoir éventuatgnsontréler I'occurrence de cette souche
dans le tube digestif de I'animal, en utilisantpirage qui lui est spécifique (PP01) est donc

trés intéressant.

La possibilité d’'une coévolution antagoniste dyrgumi entre le phage PPO1Eetcoli
O157:H7 en chémostat a été étudiée. Différents maitde résistance bactériens et des
bactériophages avec un spectre d’hote élargi antobservés. Une coévolution, de type
course a I'armement est donc possible entre les deganismes (85). Il faut donc tenir
compte du fait que les bactéries coli O157:H7 peuvent résister au phage PP01 en mettant
en place un protocole de phagothérapie.

c. E. coli et un mutant lytique du phage Lambda

Spanakis et Horne, en 1987 proposérent un modekriexental de coévolution avec
E. coli etAvir, qui est un mutant strictement lytique d¢phage tempére lysogénique) (109).
Les bactéries résistent en modifiant leur récepdeuir, lequel sert aussi a I'utilisation du
maltose. L'intérét de leur systéme vient du faie dlon peut sélectionner les bactéries
sensibles au phage, puisqu’elles sont les seudasitée sur du maltose.

Bien que les bactéries résistantes dominent ragdendans la population, des
bactéries qui ne résistent que partiellement péemiete maintien de la population virale.
L’émergence de bactéries résistantes, au réceptedifié, a entrainé la sélection de virus
contournant cette résistance et qui s’accrocheamg fortement au récepteur. En 2008, ces

résultats sont repris par Forde et coll., qui suggeque ce systeme coévolue selon le modéle
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«aux alleles correspondants », selon une sorte miéeanisme clé-serrure, ou les

bactériophages s’adaptent continuellement au réaefi4).
d. Pseudomonas fluorescens et son phage Phi2

En 2001, Buckling et Rainey proposeérent le syst&m@uorescensSBW25 et son
phage SBW25Phi2 (28)Is vérifierent que les deux protagonistes peuveixister pendant
plus de 300 générations bactériennes, et ils désrent qu’il y a bien coévolution
antagoniste entre eux, que celle-ci est durabtectitbnnelle, selon un modéle « gene pour

gene », et divergente d’une population a l'autre.

Dans une étude d2007, Buckling et coll. montrent que le taux de ation des
bactéries coévoluées est significativement augmeetteque ce trait phénotypique est

sélectionné pendant la coévolution antagoniste maaig fort colt associé (91).

e. P. syringae et Phi6

Chao et Lythgoe, ont travaillé sur le systeme erpgEmtal P.  syringae pv.
Phaseolicola - Phi6. lls ont montré que la coeristedes deux protagonistes pouvait étre
durable et qu’elle dépendait du moment ou émerigsninutants bactériens résistants (avant
inoculation du phage). Cette date détermine leégufence relative dans la population. lls

n’ont pas observeé de « colt de la résistance »ldarsconditions de manipulations.

Leur systéme est pertinent puisque la majoritéaadgehétique qui soutient l'interaction
bactérie — phage et la résistance est connuentldanc la possibilité de relier phénotype et

génotype (82).

5. Limitations de la coévolution antagoniste

Aux vues de tous ces résultats expérimentauxmbgerait qu’on ait, avec la plupart
des systemes bactéries — bactériophages, une élasmement, pouvant étre plus ou moins
longue. Nous traiterons ici des différentes contes physiologiques, génétiques, et
ecologiques expliquant que les protagonistes fastes compromis entre I'optimisation de
tel ou tel trait d’interaction et leur valeur sélee, ainsi que le ralentissement de la

coévolution.
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Considérons dans un premier temps les contraitigsiqgdogiques. Chez les bactéries,
notammentE. coli dans le cas des bactériophages T, le récepteammear les virus pour
I'infection est le lipopolysaccharide LPS exposk &urface de la membrane. En modifiant
leur récepteur, ou méme en le supprimant,Hesoli peuvent empécher I'adsorption des
virus, et donc leur résister. Toutefois cela a oot @hysiologique important, puisque ces
récepteurs ont aussi un réle dans le métabolisme.blactéries résistantes sont ainsi moins
compétitives que les bactéries sensibles ; d’'oinddon de « colt physiologique de la
résistance » (22). On a toutefois trouvé des caxesnples, ou la résistance ne semble pas
étre associée a une baisse de la valeur séledile lthctérie (ex. T5 et Phi6 (21, 82))est
difficile de savoir si cela est vérifié dans leslieuix naturels, ou si cette observation est

spécifique des conditions de culture au laboratoire

De maniere analogue aux bactéries, il existeraat netation positive entre le taux de
multiplication et le taux de mortalité des virugs virus dont le taux de multiplication est le
plus rapide seraient aussi plus vite dégradés aisedf I'extérieur de I'hdte (42). Cela se
traduit par un codt de linfectivité/virulence, gempéche un super parasite d’émerger. Les

mécanismes a l'origine de ce compromis ne sontrukgrd pas clairs.

Considérons dans un deuxiéme temps les contrapétestiques. Chez certains virus
comme PhiX174 par exemple, la taille du génomeitsemmtrainte par le volume de la
capside (101), ce qui limite les possibilités darions de nouvelles séquences
nucléotidiques. De plus, le fait que le génomeuai¢ petite taille, avec dans le cas de
PhiX174 des superpositions de genes, limite le nerdlermutations possibles, et induit une
épistasie plus importante (interaction entre lesatits). Ces contraintes peuvent conduire
les virus a optimiser une étape du processus iafectau détriment d’'une autre. Elles sont
plus facilement mises en évidence chez les baptéages qui ont des petits génomes, mais
peuvent aussi affecter des organismes qui ont nangé de taille plus importante. Reprenons
ici I'exemple de la résistance bactérienne par actaton de séquences virales dans la
structure CRISPR. La pression de sélection pouriesgla résistance bactérienne est si forte
que les mutations dans les locus correspondant saguences intégrées vont étre
sélectionnées. La différence entre la séquence eééeaipar la bactérie et celle modifiée du
phage, lui permet de contourner la résistance, p®is étre associée a un fort colt. En effet,

les mutations dans les séquences codantes étartnsalélétéres, il est en conséquence fort
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probable que ce processus d’évitement des résestate type CRISPR résulte a long terme
en une baisse de la valeur sélective du phage pbam&rainer son extinction.

Enfin, considérons dans un troisieme temps lesaimés écologiques. La richesse du
milieu conditionne la taille des populations et dde probabilité de rencontre entre bactéries
et bactériophages. Ainsi le fait de ne pas obsdigmergence de la résistance a un phage ou
son contournement ne signifie pas que celle-ciimpbssible, mais que les conditions de
I'expérimentation au laboratoire n’ont pas pernassslection ou bien que I'échelle de temps

n'est pas adaptée (28).
6. Situation d’équilibre

Les contraintes limitant la coévolution antagonig&ivent conduire a une situation
d’équilibre. Par exemple, le colt physiologiqueoags a la résistance suffit parfois a
expliquer la coexistence des bactéries et bactéaggs En effet, les bactéries sensibles plus
compétitrices que les bactéries résistantes pelp@msister dans le milieu et permettre la
multiplication des virus (78). Dans leurs travawblgs en 1977, Chao et coll. ont montré
qu'il y avait coexistence de bactérie de premidneégatiorE. col® sensibles aux virus Tde
1% génération, des bactéri& colt résistantes aux P7mais sensibles aux ¥;7et des
bactériesE. colf résistantes aux bactériophages & T7. Ainsi plusieurs générations de
coévolués peuvent étre présents simultanémensetesisune certaine pérennité aux bactéries

et bactériophages (34).

Cet équilibre est limité dans le temps ; dés quarameétre évolue, comme la richesse
du milieu, les perturbations physiques ou la pdlégitde migrer, le potentiel évolutif d’au

moins un des deux protagonistes est modifié etpmlarelancer la coévolution (26).
7. Parametres déterminants pour la dynamique de coévalion

Une fois les modeles théoriques d’évolution valid&isles systemes biologiques mis
en place, on peut déterminer quels facteurs onblenprépondérant sur le dynamisme de la
coévolution (ou I'équilibre) entre bactéries ett@aiophages, en testant I'influence de telle ou
telle variable présentées ci-apres.
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a. La valeur des colts de résistancel/virulence

Pour expliquer que les phénotypes résistants nhessant pas la population, nous
avons vu qu’il faut intégrer une notion de « coliiysiologique » de la résistance. Or la valeur
de ce codt est fonction de la mutation, du contegémétique (53), ainsi que de
I'environnement abiotique et biotique. Il modifie faux de reproduction et la compétitivité
d’un individu qui envahit (ou non) plus ou moinpidement la communauté. La structure et
I'équilibre de la communauté sont alors modifiégsiaque leur capacité a répondre a un
changement de I'environnement, comme par exemperi®urnement de la résistance par le
virus (21).

b. Taille et densité de la population héte

Comme nous venons de le voir, le colt lié a lsstasce des bactéries dépendant de la
richesse du milieu ; dans les milieux pauvres résgion de sélection favorisant les bactéries
plus compétitives (sensibles) est plus forte quasdkes milieux riches. En outre, la
concentration en ressources d’'un milieu conditiolandensité maximale en héte, et donc la
probabilité de rencontre bactérie — bactériophageisgue ceux-ci se déplacent passivement.
Enfin, une taille de population plus importante megte la variabilité génétique et permet
donc I'’émergence d’'un plus grand nombre de mut@mtsesistance bactériens. Pour ces trois
raisons, quand la quantité de ressources augmantele milieu, la pression de sélection est
plus importante pour les bactéries (qui rencontpus fréquemment les bactériophages),
I'’émergence des résistantes favorisée, et le colia désistance plus supportable a cause de

I'exces de ressources (81).

A l'occasion de mon mast@r j’ai travaillé sur la coévolution antagoniste ertr coli
C et PhiX174 sur gradient de ressources (84). &tobservé que la coexistence bactérie -
bactériophage était plus longue aux concentratiosmédiaires. C’est pourquoi, comme
nous le verrons par la suite, j'ai choisi de dilleemilieu riche LC au quart pour maximiser la

durée de coévolution.

c. La compétition entre parasites pour un méme hote

S’il y a une compétition entre les hbtes sensibtagsistants, il peut aussi y avoir une
compétition entre les parasites, a la fois a I'eaté de la cellule bactérienne, et a l'intérieur
de I'hote.
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Un phage peut infecter une bactérie déja para@tgmerinfection) ; on considére alors
gue les différents bactériophages présents arigntéde I'h6te sont en compétition puisqu’il
faut qu’ils détournent I'un et I'autre la machireegellulaire pour assurer leur multiplication.
Pour ne pas avoir a tenir compte de cette compeiititra-héte qui peut-étre complexe (117),
dans la plupart des travaux expérimentaux sur giteraes bactéries/bactériophages lytiques,
on choisit un coefficient d’infection faible (CORpport entre le nombre de particules virales
et bactériennes), et on fait I'hnypothese que lasafection est ainsi négligeable. En effet, a
l'intérieur de I'h6te il peut y avoir de la recombison entre les difféerents génomes

infectants, et on peut choisir de I'éviter (56, 116

L’intensité de la compétition entre bactériophagss fonction de la densité en
bactéries. Selon la probabilité de rencontre avebaie sensible, les parasites favorisés sont
généralistes ou spécialistes. Les avantages daribabages généralistes sont nombreux : un
large spectre qui diminue la compétition intrasfié¢ee pour un méme hoéte, moins de temps
pour trouver un hote, et une plus grande probabdiinfection « réussie » sur un hote
sensible. Cependant, malgré tous ces avantagefsenve que les parasites sont plus souvent
des « spécialistes » que des « généralistes ».p@ateétre expliqgué, au moins en partie, par
I'existence d'un compromis entre I'étendue du sEedthdte et la qualité de I'infection sur
chacun des hotes possibles. Ainsi, généralementpriedateurs se spécialisent sur un petit
nombre d’hétes « rentables », a moins que leur nesdit trop faible. Ce compromis entre la
valeur sélective des différents virus et leur poovofectieux, explique la coexistence de

différents génotypes phagiques (38, 62).
d. La structuration de I'espace

Les populations hétes et parasites dans les milieatarels sont organisées dans
I'espace, en sous populations distinctes, reliégwipgpar de la migration. Au laboratoire on
a la possibilité de contrbéler la migration, notammen faisant co-évoluer bactéries et
bactériophages dans des populations paralleles gae les contaminations ne soient
possibles. C’est ce qui a été fait avec le systenfuorescen®t son phage. Les auteurs ont
alors observé qu’a partir d’'un unique couple deoty@es, ils ont obtenus des phénotypes
coévolués divergents. C'est donc que la structumatile I'espace est un facteur de

diversification important. (28).
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e. Agitation et perturbations physiques

L’agitation d’'un milieu ou bactéries et bactériopha coexistent en sous-populations
distinctes, modifie la pression de sélection impogér les parasitegn effet, les bactéries
qui s’organisent en biofilm a la surface d’'un miatérorganique ou inerte peuvent échapper
aux bactériophages, d'ou la notion de « refugesiapa» (21, 78). A faible fréquence,
I'agitation augmenterait le taux de transmissios @arasites, et empécherait les bactéries
d’échapper aux bactériophages en constituant adiénis. C’est ce que montrent Brockhurst
et coll., dans une étude expérimentale ; ils fadvoluer des bactéries et des virus en milieu
statique, et ils agitent régulieremdnhe minute toutes les 29 minutes) ; ils obtienngr le
taux de coévolution est augmenté par |'agitatiof).(2 forte fréquence, ou bien si I'agitation
est continue, I'espace est déstructuré (homogénk) @eévolution devrait étre similaire en

tout point du milieu.

f. La migration

La migration, se traduit par un flux directionn& génotypes bactériens et/ou viraux
d’'une sous-population a l'autre. Son impact sudyaamique de la coévolution dépend de
l'intensité du flux. Une migration « moyenne » @iitie un apport continu en hote sensible,
augmente la diversité génotypique des hbtes etsipegsa et permet la fixation locale des
génotypes les plus résistants et infectieux. Ensems, elle peut augmenter le taux de
coévolution. Alors qu'une «trop forte » migratigmeut diminuer ce méme taux, en
homogénéisant génétiqguement les sous-populationsene empéchant la fixation des

génotypes mémes avantagés.

Dans un travail a la fois expérimental et théorjgdergan et coll. ont étudié I'impact
de la migration des hétes et/ou celles des pasasitela dynamique de coévolution (86). lls
ont montré que quelque soit son taux, la migraties parasites leur confere un avantage qui
fait qu'ils infectent mieux les populations hotesdles. Alors que la migration des hoétes ou

I'absence de migration a peu d’effet sur la dynamide coévolution.

On pense communément que les parasites ont ungnalude rapidité d’évolution que
les hdtes (plus grands effectifs, et plus courtgpiede génération), et qu’ils devraient étre par
conséquent localement adaptés a leurs hotes. @avail précédent semble indiquer le

contraire, en montrant que les bactériophages s@ihdaptés localement en absence de
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migration. Avec le modeéle expérimenil fluorescengt son phage, Buckling et Rainey font
la méme constatation, c’'est a dire gqu’en absenceiideation les bactéries sont adaptées
localement aux bactériophages, et non linverse. dfoposent I'idée que parfois (et
notamment avec leur systéme), la vitesse d’évaluties parasites n’est pas plus rapide que
celle de leurs hotes (bactéries et bactériophagiea peu prés le méme temps de génération,
et peuvent étre a des concentrations équivalentes dartaines conditions), ce qui
expliquerait que les parasites bénéficieraient diage de I'apport de diversité génotypique
par la migration (28). Enfin, il a été suggére, tpgeparasites ont un nombre moins important
de possibilité d’évolution que les hétes a causkedeplus petite taille de génome, et que cela

participe a ralentir leur vitesse d’évolution.

Toujours en ce sens, Brockhurst et coll., ont meesumpact de la migration des hotes
sur la dynamique de la coévolution, en faisanterafapport en hoétes sensibles dans un
milieu ou bactéries et bactériophages coexistEnohtiennent que la résistance des bactéries
est maximale pour un taux de migration intermédja@t que cela correspond a un taux de
coévolution minimal. lls expliquent cela par letfque le taux de coévolution est augmenté

uniquement quand la migration permet de redonagatitage aux parasites (26).

Nous l'avons vu, la migration peut, dans une ceetanesure, augmenter le taux de
coévolution en modifiant le potentiel évolutif duofagoniste « dominé » en absence de
migration. Cela se vérifie aussi dans le cas deomapétition entre parasites pour un méme
hote. Ainsi, dans une étude ou Coderly et ses lmmitdeurs ont mis3 et PhiX174 en
compétition suiE. coli, il a été montré qua3, qui en absence de migration “perdait” face a

PhiX174, bénéficiait davantage de la migration Bhé<174 (38).

En conclusion, pour étudier la coevolution antagenavec un systeme expérimental
bactérie - bactériophage, il semble important denadre ou de contréler la valeur des

parameétres ci-dessus.
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IV. Le systéme expérimental E. coli — PhiX174

Dans un premier temps, je présenterai I'héte bigctéE. coli, et nous discuterons
plus précisément de la structure de son lipopotjside membranaire, lequel sert de

récepteur au phage PhiX174.
Dans un deuxieme temps, je présenterai le bacté&ggpparasite, PhiX174.

Enfin, dans un troisieme temps, jindiquerai ce qudéja été fait sur ce systéeme

expérimental, et ce que nous avons choisi d’étudier
1. E.coli

E. coliest une bactérie Gram négatif de la famille EleerobacteriaceaeDécouverte
en 1885 par Théodore Escherich dans des sellesodigissons, elle est communément
trouvée dans la flore intestinale de 'homme et desnaux a sang chaud (mammiferes et
oiseaux). Le génome H: coli est circulaire, et il mesure environ 5 millions paires de
bases. La comparaison des génomeg.dtoli révele une grande diversité qui assure un
remarquable potentiel évolutif et se traduit paveesatilité de cette espéce. Ainsi la plupart
des souches H. coli sont commensales et constituent I'espéce bact&idominante de la
flore aérobie intestinale. Toutefois, certaines bkesc dE. coli sont pathogenes,
pouvant entrainer des gastro-entérites séveresctiofis urinaires, méningites, ou
septicémies ; on estime que plus de 80% des infecturinaires communautaires seraient
causées paE. coli (87). La pathogénicité des soucheskEd’coli vient de I'expression des
genes dits « de virulence » qui leur permettentaleniser de nouvelles niches écologiques

et/ou de contourner les mécanismes de défensadte.l’

En regle générale, les infectiong&acoli sont traitées par antibiothérapie. Cependant
la sensibilité des différentes souchek.doli aux différents antibiotiques est trés variable et
I’évolution vers la résistance est actuellemenprobleme qui s’aggrave en pratique clinique.
Ainsi, en 2008, I'Observatoire National de I'Epidéingie de la Résistance Bactérienne aux
Antibiotiques (ONERBA) a estimé que 43% des gerdi&s coli résistaient a I'amoxicilline,
(6). Certaines souchesH’ coli portent des plasmides de multirésistance et ekas/gnt
transférer ces plasmides a d’autres espéces, naairgqunand elles se trouvent a l'intérieur

d’un biofilm.
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Puisqu’E. coli est sensible a certains bactériophages (les cgigshax : PhiX174, T4
et lambda), il a été proposé de traiter certainéeciions par la phagothérapie. Si cela est en
effet appliqué dans les pays d’Europe de I'Estgeere de traitement est toujours en cours

d’études avant validation dans les pays occidentefuy-120).

Enfin, les souches H. coli en passant d’hGte en héte se retrouvent dans &eéel
sol ; leur capacité a survivre dans le milieu egtarfait d’elles des organismes indicateurs

des pollutions fécales de I'environnement (37).

a. Microorganisme modele au laboratoire et outil entbchnologie

Au laboratoire, les souchesk’coli se divisent toutes les 20 minutes a 37 °C dans un
milieu riche et oxygéné. Cette rapidité de croissata facilité avec laquelle on peut modifier
leur génome, ainsi que I'accumulation des connacesasuiE. coli sont autant d’avantages
qui font de cet organisme I'un des plus étudiég goar, et I'un des outils indispensables en

biotechnologie industrielle.

b. Le lipopolysaccharide LPS d’E. coli, récepteur deXx174

Le lipopolysaccharide, ou LPS, est un composanéunale la membrane externe de la
paroi des entérobactéries. Il est composé de &nigés: le lipide A, partie fortement
conservée et enchassé dans la membrane extermey#el, partie tres peu variable, et
I'antigene O, région hypervariable qui permet dédencier des sérovars au sein de I'espece
E. coli. Le lipide A confére au LPS sa toxicité (endot@j}i(iL12).

Les bactéries portant des LPS complets, contenamt tbs trois parties, sont dites
«smooth» (ou lisses), elles produisent des colonies rerdéorillantes & surface bombée et
lisse, avec des marges bien délimitées sur milgdides En sérum physiologique (0,85 %
NacCl), ces colonies donnent une suspension stablewne turbidité homogene. Or, il existe
des bactéries qui portent des LPS incomplets, @atgene O. Elles sont ditegaugh » (ou
rugueuses). Ces bactéries-ci donnent des colonmearges irrégulieres et ondulantes, avec
une surface rugueuse et plate. En sérum physiolegiges colonies ne donnent pas de
suspension stable et homogene, car les bactéaesigglutinentDans le cas ou I'antigene
O est absent et que le noyau est aussi modifidydegeries sont dites deep-rough». Ces
mutants ne peuvent survivie vitro que dans des conditions bien particulieres (1L8%

« deep-rough » ont, en effet, un taux de croissaédeit, sont hypersensibles aux détergents
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et antibiotiques hydrophobes (10). Leur mobilité resdifiee (67), ainsi que leur capacité a
conjuguer (105, 107), et leur virulence est atténdd); la membrane de ces souches « deep
rough » est déséquilibrée (11®nfin, il a été démontré qu’en I'absence du lipillela

bactérie ne peut pas survivrevitro (mutants létaux).

Le LPS, ou plus exactement la partie centrale d$ I(Royau) est reconnue par

PhiX174, c’est pourguoi nous nous concentronsuces structure et sa biosynthese.

Le noyau du LPS est lui-méme composé de deux regida noyau interne, et
I'externe. Le noyau interne est lié de facon covi@eau lipide A par l'intermédiaire d’'un
sucre : le 2-keto-3-déoxyoctonate (KDO), et sa stnecgénérale est fortement conservée
chez les bactéries a Gram négdif ¢oli et Salmonella entericant le méme). Sur ce sucre,
sont accrochés trois heptoses (Hep) souvent mediia I'addition de groupes phosphate,
pyrophosphate ou diphosphoéthanolamine (112). Lyawnaexterne a une structure plus
variable que le noyau interne. Il est composé dkeg ordinaires, comme le glucose, le

galactose ou la N—acétyl—-glucosamine, lesquelsgreglaussi étre modifiés.

Jusqu’a présent, seulement cing structures de nofRlixa R4 et K-12) ont été
identifiees chezE. coli. Les différences entre ces cing structures soseng®llement
localisées au niveau du noyau externe, la stru®drétant la plus fréquente (112), et c’est la
structure du noyau du LPSH!' coli C, la souche communément utilisée au laboratate p
I'amplification de PhiX174.

c. Biosynthese du noyau interne du LPS

La biosynthese du lipide A et du noyau du LPS agtnecessus séquentiel dans lequel

chaque enzyme catalyse la formation du substrat|mayme suivante.

Les genes encodant ces enzymes sont presque ssesntdées au locusa (ou waa)
(situé a environ 82 minutes sur le chromosonie. doli), rfakE, IpcA et gmhB sont eux
localisés a des endroits distincts du génome. Ceslida comprend trois opérons nommés
d’aprés le premier géne du transcriptonmgamhD, rfaQ et rfaA. L'opérongmhD (rfaDFCL)
est nécessaire a la biosynthése du noyau intergeré~7). L'opéronfaQ (faQGPOTYWV)L
contient les genes encodant les enzymes du noyatnexFigure 7). L'opérorfaA contient

le generfaA (ou kdtA) codant pour la transférase Kdo et le gawaD (kdtB) qui,
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paradoxalement, ne joue aucun role dans la synthes®S (Figure 7). Enfin, dans I'opéron
gmhD le géneafal code pour une ligase responsable du rattacheradiagndigéne O.

LpcA

RfaE

GmhB

RfaD RfaV RfaW
Rfa¥Y TRfaG  Rf0 RfaT

11 21O

RfaA

RfaC RfaF

noyau interne noyau externe

Figure 7 : Biosynthése du noyau du LPS ¢&. coli C.

Lip.A : lipide A, Gal : galactose, Glc : glucogeGlc : B-glucoside, P : phosphate, KDO : 2-
keto-3-deoxyoctonate.

En haut a droite sont indiquées les enzymes paatitia la biosynthese du premier heptose.
Au centre, des enzymes de I'opémba sont rattachées a I'étape de la biosynthése dud PS
laguelle chacune patrticipe.

Enfin, une accolade rassemble les sucres du nayaunée du LPS, et une autre ceux du noyau
externe.
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Les heptoses du noyau interne sont le résultat ed’'eascade de réactions
enzymatiques. Interviennent successivement uneéisgs®a (codée par le gegemhA, une
ADP-heptose synthase (genbldE), et enfin une épimérase (geneldD). Deux
heptosyltransférases (codées par les ggaEset rfaC) accrochent ensuite les heptoses sur le
complexe lipide A -KDQ (74). Les variations dans la composition des hgdrae carbone
du noyau externe font que la facon dont sa biosgetlse déroule est différente selon la
souche bactérienne. Dans le modele. dolia noyau de type R1, les genes nécessaires pour

la synthese du noyau externe sont situés danstopi&a- QGPOTYWVL
d. Le LPS d’E. coli C et sa sensibilité a PhiX174

Nous l'avons ditE. coli C est I'héte le plus communément utilisé pour afieplle
bacteriophage PhiX174, et le noyau de son LPS estpgeR1 (Figure 7). Il a été montré que
des mutations distinctes au niveau du noyau ommnpact différent sur la reconnaissance par
PhiX174. La délétion du galactose terminal renddache résistantefaW) (52), alors que la
délétion du glucose terminaffgV) en diminue seulement la sensibilité (52, 95).dhses, la
délétion du 3" heptose du noyau interngaQ) n’affecte pas la sensibilité & PhiX174 (94).
Chez les souches de tgphimuriumsensible a PhiX174, le noyau externe du LPS ipastle
méme que celui &. coliC, avec des hexoses et des branchements diffef@arsOn a donc
suggéré que c’est plus la conformation globale #$,Lque sa composition précise qui
intervient pour la reconnaissance de I'héte palXPr4 (52). De plus, il a été dit que la
présence d'un antigéne O pouvait empécher l'indectice qui fait que le spectre d’héte
sensibles potentiels est limité (64). En effet,degaches « rough » ne représenteraient que 3 a
24 % des bactéries isolées selon les études didmtigie, et la méthode choisie pour le

sérotypage (50, 57).
2. PhiX174
a. PhiX174, un petit Microviridae lytique

Le bactériophage PhiX174 a été isolé pour la preafiégis en 1935 par Bulgakov et
Sertic dans les eaux des égouts de Paris. Depjosicel n'a de cesse d’étonner, notamment
pour sa petite taille, et d’étre utilisé pour dgpé&imentations pionniéres. En effet, il a été le
premier génome d’ADN simple brin séquencé par Sargel977 (5), et 'un des premiers

génomes construitde novoa partir de fragments d’ADN synthétiques en 2Q8YJ.
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PhiX174 est un phage de la famille ddgroviridae, du genre deMicrovirus. Les
virus de la famille deMicroviridae infectent les procaryotes et ont un ADN circulamaple
brin et une capside icosaédrique. lls ressembleaudpup aux virus de la famille des
Circoviridae qui eux, infectent les eucaryotes. Les trois gqudds virus de cette famille
appartiennent au genkdicrovirus. Les trois autres genres de la famille Mesroviridae sont
les Bdellomicrovirus Chlamydiamicroviruset Spiromicrovirus(66). On peut rapprocher les
Microviridae deslnoviridae (M13), qui ont eux aussi un ADN circulaire simgign positif
(identique a la séquence de 'ARNm), mais qui, toie leur ADN répliqué, circularisé, et
empagqueté dans une capside, utilisent un mécani®xeusion pour sortir de la cellule, sans

la tuer et s’entourent ainsi d’'une enveloppe glysdigue.

Presque tous les virus de la famille dsroviridae sont lytiques, et forment donc des
plages de lyse sur un tapis bactérien sensiblecehdement moyen de l'infection d’'une
bactérie par un virus unique est d’'une centaineide de seconde génération (42).

b. Occurrence et niche des Microvirus

Dans leur étude globale de la diversité virale nggriAngly et coll., (12), ont été
étonnés de trouver que pres de 6% des virus etdgsMicroviridae dans les prélévements
de la Mer des Sargasses, alors qu’ils n'ont pasueé de séquences de cette famille au large
de la Colombie Britannique, ni dans le Golfe du Mee. La niche deMicroviridae est en
effet relativement petite, puisque Rokyta et ca.2006 ont trouvé que seuls 3.5 % des virus

de I'environnement qui peuvent lyger coli sont dedMicroviridae (100).

Les Microvirus ont pour hétes delSnterobacteriaceagils infectent presque tous.
coli C; a3 infecte aussk. coli B ; PhiK, St-1 et U3, eux, n’infectent du’ coli K-12 (75).
Dans une étude Cirill et coll. ont montré que PhikKaAécumule des mutations sur le géne
quand il est adapté a I'h6& entericaet qu’il ne peut alors plus lysér coli. Ces mutations
sont reversées quand on force PhiX174 a lyser aeamkE. coli (39). Les différences de
spectre d’héte deMicroviridae seraient liées a la variabilité des séquencesgédess de
capsideg~, G, H(75).
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c. Caractérisation physique de PhiX174

La structure de PhiX174 a pu étre établie en 3Dnmiaroscopie cryoélétronique. Sa
capside icosaédrique mesure entre 22 et 33 nmrduieae choisi. Elle est formée par un
assemblage précis de 4 sortes de protéines G,eFJHqui interagit avec son ADN) (Figure
8).

Protéines G
‘/et H

Protéine

Figure 8 : Capside et génome de PhiX174.
Reconstruction de la capside obtenue par informat{@04).
Distribution et superposition des géenes de PhiXduf4son génome.
En spectre de masse, PhiX174 est composé a 27%N'@&D73% de protéines. Il
absorbe au maximum a la longueur d’onde 260nne eatio A260/A280 est de 1,55, alors

gu’une capside vide a un ratio de A260/A280 de .0,90

PhiX174 a besoin d'ions apour s'attacher & son hde coli. On a méme vu grace a
la cristallographie, le changement de conformaitimluit par les ions Ca2+ qui est nécessaire
a l'infection(65). Comme la plupart des virus, Phv¥ ne perd pas son infectivité au contact
du chloroforme, ni des détergents, et il est stabien pH compris entre 6 et 9. Par contre,
PhiX174 est plus sensible aux radiations, et notamraux UVs, que les bactériophages qui

ont un ADN double brin, puisque son génome esttdadsd’ADN simple brin.
d. Génome de PhiX174

La taille des génes et leur nombre varient cheMiesoviridae : entre 4421 (SpV4 -
Spiromicrovirug et 6087 @3 - Microvirus) ; PhiX174 ayant lui un génome de 5386

nucléotides (Figure 8).
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Le génome de PhiX174, est composé d’un ADN circellgimple brin positif. Tous
les Microviridae ont des génes qui se chevauchent, les trois cdérésctures pouvant étre

utilisés. On note que les protéines de capsiddsregroupeées.

Il a été suggéré que I'évolution de PhiX174 soittcainte par la taille de sa capside, il

pourrait toutefois supporter jusqu’a 200 nucléatidepplémentaires (101).

e. Reconnaissance du LPS des bactéries sensibles

Voici ce que I'on lit dans I'ouvrage de référence PhiX174 s’attache aux cellules
hotes via un sucre du LPS » (51). Les bactériesnguproduiraient pas le «bon » LPS
seraient résistantes a PhiX1T4s 6 résidus qui constituent le site d’accrochdg®hiX174
sur la molécule sucrée spécifiqgue du LPS, seraieatconservés parmi les coliphages de la

famille desMicroviridae (51).

De nombreuses études ont été meneées, notammelaglaimura et coll.pour tester
in vitro, le mécanisme de reconnaissance du LPS des sosehgbles par les protéines de
capsides de PhiX174. Il a été montré que G et Ecsd@hent plus fortement aux LPS des
souches “rough”, c’est a dire sans antigene O (R&ux LPS au noyau externe ou interne
tronqué (Rc, Rd2) (71), (72). Selon eux, la recissance se ferait en deux temps, avec tout
d’abord G et H qui reconnaissent grossieremenpdeses hydrophobe et hydrophile du LPS,
avant d’examiner plus précisément son noyau intetr@ccrochage au LPS induit un
changement de conformation de G et H, qui pernietirgection de I'ADN viral dans la
cellule. Ces études ont toutefois été faites avwscldPS dE. coli libres et des protéines de
capsides G et H marquées a l'histidine, ce quinaitubiaiser les observations. En effet, la

conformation du LPS est aussi dépendante de ssagedans la membrane (71).

Certains font I'hnypothése qu’il existe, non pas mmajs deux récepteurs a PhixX174, et
que ce second récepteur serait nécessaire a largg@re de I'ADN viral (51). Les
photographies obtenues par microscopie électronigu@ent & montrer que la majorité des
particules de PhiX174 sont concentrées aux poiatthédsion entre la membrane externe et la
membrane interne de la paroi bactérienne. Celagsaggt que le second récepteur pourrait y
étre localisé, et que l'injection de I'ADN pourrase faire a cet endroit, c’est a dire
directement dans le cytoplasnin parallele a été fait entre PhiX174 et les bampéiages a

queues qui reconnaissent leur hbte en deux teni@spremier récepteur permet la
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reconnaissance de I'h6te potentiel, puis le virmsakche » a la surface de la cellule, jusqu’a
ce gu'il trouve un deuxiéme récepteur pour pénétaeis la cellule. Ici, PhiX174 « roulerait »,

puisqu’il n’a pas de queue.
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Figure 9 : Cycle de vie de PhiX174.

I Reconnaissance du LPS de I'hote, entrée de 'AIDAI, et accrochage de la protéine
simple brin (Single Strand Binding Protein SSBP)

I Constitution du primosome, et démarrage de tatsse du brin (-)

1] Accrochage de la protéine A sur ’TADNdb, quiugme du brin (+)

v Elongation du brin (+) a partir de I'extrémité-@H, et déroulement du brin :
réplication en « cercle tournant »

Vv Accrochage du primosome sur le brin (+), et déage de la synthese du brin (-)

Vi Ligation du brin (+) néoformé, pendant que Igligation en « cercle tournant »
continue

VIl Constitution de la procapside

VIl Insertion du brin (+) dans la procapside

IX Sortie des provirions par lyse et maturation

I. Adsorption

PhiX174 diffuse passivement dans le milieu, et reaitnle LPS de son héte grace a
ses protéines de capside G et Hnjécte ensuite son ADN simple brin positif, graceles
protéines virales (H) et bactériennes. L’ADN entraimiple brin est entouré par la protéine
SSBP (Single Strain Binding Protein) de I'hote tpuprotége de la dégradation (Figure 9 -
Etape 1).
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ii. Assemblage du préprimosome

Se réunissent ensuite les protéines d’'un complegerimosome sur I'ADN. Ce
préprimosome est composé de 13 protéines de lthdme les suivantes : PriA, PriB, PriC,
DnaT, et DnaB. L'ajout de DnaG rend le complexecfmmnel. La bactérie synthétise alors le
brin complémentaire négatif de 'ADN viral (Figude- Etape II). Le brin négatif est transcrit
et traduit en protéines. La protéine virale A* paitr avoir un role dans linhibition de la
réplication de ’'ADN héte(51).

iii. Réplication en « cercle tournant »

La protéine A de PhiX174, associée aux protéine$hdte (dont Rep), permet la
réplication de 10 a 50 copies du génome double (Raplicative Form, RF) dont le brin
négatif sert de matrice pour la multiplication dgsomes viraux, selon un processus de
réplication de 'ADN « en cercle tournant(kigure 9 - Etapes Il a VI). La protéine Rep

déroule la double hélice d’ADN, et la SSB stabilebrins séparés.

iv. Assemblage des procapsides

Quand il y a un nombre suffisant de protéines strates traduites, les protéines de
capsides s’assemblent, aidées par les protéinehaladudages B et D, pour former une
« procapside ». La protéine virale C aide aloraectochage des RF néosynthétisées sur la
procapside. J et les brins (+) rentrent dans lesgmsides, et B en sort (Figure 9 - Etapes VI
et VIII).

v. Lyse bactérienne

E est la protéine qui induit la lyse de la bactdree mécanisme de la lyse reste sujet a
controverses : tous s’accordent pour dire qu’'Efate avec des enzymes de I'héte participant
a la biosynthése du peptidoglycane (ex. SlyD) etlgugse a lieu une fois que le signal pour
la division cellulaire a été lancé. Toutefois, Yguat coll. pensent que la protéine E empéche
la division cellulaire et que la cellule se déchpaur libérer les provirions (51). Alors que
Lubitz et coll. pensent que la protéine E particjpda formation d’'un tunnel entre la
membrane interne et la membrane externe de larieaté que les virus s’échappent par ce
trou ; la bactérie se vidant de son contenu cysmpigue par la méme occasion (126). Quand
les provirions sortent de la cellule, D s’en débmet la capside se condense pour plus de
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stabilité (Figure 9 - Etape IX). Seule la protélea un réle mal connu, elle semble non-
essentielle a la réussite de l'infection. Toutefeis expression permettrait d’augmenter le

nombre de virions produits.
g. Expression des genes de PhiX174

C’est le brin négatif néo-formé qui est transcnitARN (qui a donc la méme séquence
que le brin positif). Il 'y a que trois promotewssr le génome de PhiX174, placés chacun
devant les genes suivanté,; B, et D.Les ARNm s’arrétent a I'un des quatre terminateurs
localisés dans les régions intergéniqués, F/G, G/H, et H/ACes brins d’ARNmM plus ou
moins longs permettent une régulation du nombreajses des protéines plus ou moins
nécessaires en nombre pour I'assemblage de ladeafpaiprotéine D serait la plus abondante
- 240 copies, G et F — 60 copies de chacune, etl® eopies). Une fois 'ARNmM transcrit,
chaque gene a son propre codon d’initiation potmalduction et son propre codon stop. Il est
intéressant de noter que le g&hejui est pourtant superposé au génencodant la protéine
majoritaire, est lui faiblement traduit, et ce satmute a cause de la faiblesse du site
d’accrochage du ribosome. Bien que l'on ne considgésis que les petits virus comme
PhiX174 aient une étape précoce et une tardive peur transcription, on note que

I'organisation méme du génome leur permet de rédmlieaduction des différents genes.
h. Mutations de résistance a PhiX174 chez E. coli

Plusieurs mutations chéz coli lui conférent un phénotype de résistance a PhixX174.
Nous I'avons vu précédemmengrtaines mutations sur les génes participanté/nthése
du LPS dE. coliconferent & la bactérie une résistance partieltotale.

Par ailleurs, l'inactivation par mutation ou la @#&n du geneep, encodant une
hélicase participant a la réplication de 'ADN Vjreonfere une résistance dite « absolue » a
E. coli. Jusqu’a présent aucun mutant de PhiX174 esquogitd résistance n'a été observé.
Certaines mutations ponctuelles du geme@ (mutants gro87 et gro89) sont toutefois
contournables par PhiX174 (mutamgr(rep)) (47).

Enfin, la mutation du génslyD permet a I'héte de résister a la lyse induite lpar
protéine E. Des mutants de PhiX174 contournant gésistance ont été observés (mutants
Epos) et semblent méme plus virulents que le vdawsvage sur I'hdte ancestral (17). Des

bactéries résistant a ces mutants Epos ont adeugété isolées, avec des mutations localisées
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au niveau du gemaraY (17). Il a été suggéré que SlyD permette la stathibn de la protéine
E qui s’accumulerait et bloquerait MraY (16).

L’étude de ces mutants bactériens résistants etrigants viraux contournant ces
résistances est intéressante, puisqu’elle permatoitger du doigt les protéines hbtes et
parasites qui interagissent. Si nous avons ch@tiidier la coévolution antagoniste avec ce
systemeE. coli/ PhiX174, c’est que les mutations de résistareceamt pas uniquement des
mutations modifiant le récepteur a PhiX174, maisl g existe aussi qui bloquent I'infection
au moment de la réplication, ou de la lyse. Cakséapenser que la coévolution antagoniste
entreE. coli et PhiX174 peut étre différente de celle efigrecoli et les bactériophages T ou

seules des mutations du récepteur ont été observées

3. Expérimentations avec le systéme E. coli — PhiX174

L’évolution desMicroviridae a été étudiée en placant notamment PhiX174 sous
différentes pressions de sélection (hautes tempémstalternance d’hétes, modification du
récepteur de I'h6te) en le laissant se multiplieru certain nombre de générations, avant de
le séquencer. L’émergence et la disparition desatiauns avantageuses (ou compensatoires) a

ainsi pu étre observee (94).

Les mutations d’adaptation les plus courammenemges sont localisées sur les
genes de capsides, elles permettent d’augmentiule d’adsorption, et l'efficacité de la
pénétration de I'ADN viral. D’autres mutations oété observées : sur le gehepour
optimiser sans doute son interaction avec la pretBiep, ou affectant la morphogenéese et/ou
la stabilité de la capside a haute températureplDe I'utilisation préférentielle des codons
les plus employés par I’héte peut modifier la quéanelative des protéines traduites. Enfin, la
structure secondaire du génome aurait toute soworiance, puisque son repliement et les

torsions qu’elle peut induire sur la capside medéfient la capacité d’adsorption du virus.

L’évolution a long terme dedlicroviridae est limitée par leur incapacité a acquérir de

nouvelles séquences par transfert horizontal.
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V. Conclusion

Bactéries et virus ont tout d’abord surpris par leapacité a générer des pathologies
graves, et ce malgré leur toute petite taille gairkend invisibles a I'ceil nu. Aujourd’hui, si on
reconnait leur importance numeérique et leur placeean des écosystémes, il n’en reste pas
moins que les mécanismes et dynamiques d’intera@itre ces « simples » organismes,
bactéries et bactériophages, doivent encore &itkést dans la nature et au laboratoire pour

prévoir et maitriser leur évolution.

Nous l'avons vu, des modeles théoriques et expétamn@ existent. lls ont permis de
préciser les principaux parametres écologiqueshénqypiques agissant sur le cours de la
coévolution antagoniste entre bactéries et bagiéaiges. En misant sur les connaissances
accumulées suE. coli et PhiX174 nous proposons de discuter, a préesesitcontraintes

géneétiques limitant et dirigeant leur interaction.
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EXPERIMENTATION ET RESULTATS

L’ambitieux objectif de mon travail de these étdatrelier les paramétres écologiques,
phénotypiques et génétiques influencant la dynaendg coévolution antagoniste enke
coli et PhiX174. Cependant, jai rencontré certaindBcdltés qui m’ont poussé a étudier
plutbt les contraintes génétiques limitant la coatroh bactérie — bactériophage et a chercher

des conditions optimales pour I'étude de la coéiamtu

Le premier obstacle auquel jai été confronté dtaik contamination » de la souche
ancestralee. coli C du laboratoire par un prophage (cf. phage landsdp.19). Cela m'a
incité a réfléchir a ce qui faisait la spécificités souches reconnues par PhiX174, et s'il était
possible d’obtenir une souche sensible, séquencéans prophage, qui me permette de

lancer sereinement les expérimentations de coéenlatec PhiX174.

Une fois cette souche «idéale » trouvée, jai tat@sque la coexistence bactérie-
bactériophage était trés (trop) courte, ce qui compttait I'étude de la coévolution. Ce
deuxieme obstacle m’a poussé a comparer la duré@ealgstence bactérie — bactériophage
entre différents mutants bactériens, afin de chaisi hdte qui perdure le plus longtemps

possible avec PhiX174.

Une fois I'h6te choisi, jai lancé une protocole deévolution entreE. coli et
PhiX174, et jai comparé le taux d’évolution desugi en coévolution continue avec coli a

celui des virus qui étaient confrontés chaque far mémes bactéries naives et sensibles.

Vous retrouverez ces trois parties de mon travaihése ci-apres. Dans un premier
temps nous discuterons de la niche écologique dX1P#. Puis nous considérerons
I'influence du génotype de I'hdte sur la durée dexistence bactérie — bactériophage et

enfin, nous étudierons la coévolution errecoli et PhiX174.
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I. Ecologie de la sensibilité a PhixX174

1. Introduction

Pour qu’il y ait coévolution antagoniste entre uaetérie et un phage, il faut avant
toute chose que les deux protagonistes se renobetrgue la bactérie soit sensible au phage.
La premiére contrainte restreignant la coévolugésh donc la délimitation de la « niche »
écologique du phage, c’est a dire I'ensemble désshgu’il peut (ou pourrait) infecter.

Nous l'avons vu, les hétes naturels des virus duareggéMicrovirus sont les
Enterobacteriaceaé66). Or en 1974, Susuki et coll., ont montré cueéplication de 'ADN
de PhiX174 pouvait se faire chez des hétes éloigiessEnterobacteriaceaecommeP.
aeruginosa(111). C’est donc que la niche de PhiX174 esttémipar sa possibilité¢ de
reconnaitre le(s) récepteurs de I'hGte et de stb@sm@d sa surface. Nous avons cherché les

déterminants génétiques bactériens de cette niche.

Les résultats obtenus sont présentés ci-dessoadastmrme de I'article « soumis » au

journal Applied and Environmental Microbiology depuis le 9 Novembre 2009.

2. Article « Bacteriophage PhiX174’s ecological nichand the flexibility of its

Escherichia coli lipopolysaccharide receptor »

Bacteriophage PhiX174’s ecological niche and theeftibility of its Escherichia coli
lipopolysaccharide receptor

Alix Michel, Olivier Clermont, Erick Denamur and @ier Tenaillon’

INSERM U722 and Université Paris 7, Faculté de Méue site Xavier Bichat, 16 rue Henri
Huchard, 75018 Paris, France,

* Corresponding author. Mailing address: INSERM @7Zhd Université Paris 7, Faculté de
Médecine, site Xavier Bichat, 16 rue Henri Huchat®Q18 Paris, France. Phone: 33 (0)1 57
27 77 45. Fax33 (0)1 57 27 77 24. E-mail: olivier.tenaillon@insefr
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Abstract

To determine bacteriophage PhiX174’s ecologicah@i@83Escherichia colinatural isolates
were screened for susceptibility. Sensitive strairesdiverse regarding their phylogeny, and
core-lipopolysaccharide (LPS), but all have rougkenotypesAnalysis ofE. coliK-12 LPS
mutants revealed that PhiX174’s susceptibility esdirough a phenotypic convergence with

diverse molecular defects.

PhiX174 belongs to th®licroviridae family of bacteriophages. It is a small icosahkedom-
tailed virus having a circular single-stranded DN#om its isolation, in 1935, to nowadays,
PhiX174 has been used in many landmark experimestause of its small genome size
(5386 nucleotides), and non-pathogenic statushEurtore, since PhiX174 is a coliphage, it
can be used as an indicator of viral or fecal aomations in aquatic environments
(International Organization for Standardizatiois©l 10705-2) (23).

In 1974, Suzuki et al. found that, while the phadection is restricted to bacteria having a
specific receptors, the replication of PhiX174 DN#&n be supported by differelascherichia
coli strains, and distantly related bacteria Ik@udomonas aeruginogall). It implies that
the limiting step for PhiX174 infection is the earice and not replication nor lysis. The
PhiX174’s host commonly used is the laboratory\atistrainE. coli C, which has a specific
rough lipopolysaccharide (LPS) recognized as thep®®r (52).

The LPS is a major component of the outer membnenterobacteria, essential for its
stability, and interaction with the outer world.i$t composed of a lipid A anchored in the
membrane, an oligosaccharide core, and can hawt/sapcharide (O-antigen) bound to this
core. The inner part of the core LPS is highly emwed within the Gram negative bacteria
(10), whereas the outer core biochemical struabfitbe LPS is more diverse. In the coli
species five outer core types have been descr®edR2, R3, R4 and K-12 (10&. coliC
exhibits an R1 core-type. The study of its recepiplished sequence reveals that its core
LPS is fully functional but that the O-antigen i$eated by an IS insertion in théb locus
that generates its rough phenotype (GenBank accessimber: CP000946). Interestingly a
similar 1S insertion is found in K-12 (20), makiitgalso rough but nevertheless not sensitive
to PhiX174, which suggest that exposed R1 core trighcritical for PhiX174 infection.
Among the ECOR collection, which is representati¢he genetic diversity of the entiee

coli species (10, 89), there are up to 70% of R1 ty68,.(However only 3% (8/291) d&.
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coli strains isolated from sewage, stools, drinkingewair laboratory have been found
sensitive to PhiX174 (88).

To better define the molecular determinants affigcthe ecological niche of the model virus
PhiX174, (i) we screened a large collection of retUE. coli isolates for PhiX174
susceptibility, (i) we characterised the identifigensitive strains based on their phylogenetic
group, serotype and LPS core-type, (iii) we studieel susceptibility to PhiX174 of LPS
mutants ofE. coli K-12. Our analysis revealed that PhiX174 sensytivit a phenotypic

convergence with diverse molecular bases.
A restricted niche for PhiX174 among naturalE. coli isolates

A collection of 783 naturaE. coli isolates was screened for PhiX174 susceptibi(i)y72
ECOR strains, encompassing commensal and pathogtaios, human and animal hosts,
and from different countries (89); (ii) 372 humammensal strains, from healthy volunteers
in France (186), Colombia (28), Benin (46), Crodb&), and Mali (55) (45, 48); (iii) 339
strains isolated from stools of French wild or detite animals (49). Droplets of natural
isolate overnight cultures were laid on top agaaded with 16 PFU/mL Phix174
(DSMZ4497) and incubated at 33°C as in (106). Taetdria were determined sensitive to
PhiX174 when they didn’t grow on a net opaque rolle checked the sensitivity of those
bacteria that didn’t grow, or which formed an iy round, with droplets of PhiX174 stock

solution on a layer of the bacterial culture (88).

Only six E. coli strains, or 0.8%, were found to be sensitive t&XPR (Table 1). This result
Is consistent with previous studies (88). Thosairs¢r are from all over the world (France,
Mali, and Croatia). However, it appears that theg all commensal from human origin
(Fisher exact test p=0.04). This observation mighinteresting as human coli strains have

few specificities (37, 49) and it might underly smlmuman specific selective pressure.

To further investigate the requirement for sensitito PhiX174, we then looked for

genotypic or phenotypic traits that would expldieit common sensitivity.
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Diversity of the natural E. coli isolates sensitive to PhiX174

O-types of the sensitive strains were obtained Withntisera agglutination (Statens Serum
Institute, Copenhagen, Denmark) and all appeareglitoagglutinatéTable 1) confirming

that the PhiX174 sensitive strains asagh,with no O-antigen bound to their core LPS.

The phylogenetic group and subgroups were assigntgte sensitivé. coli strains using the
triplex PCR phylotyping method (36, 48). They begoto the A, Ao, B1 and B2
group/subgroups (Table 1). The reference PhiX1f&igee E. coli C (DSM13127)strain
belongs to the Asubgroup. It implies that sensitive strains are mohophyletic and that
PhiX174 sensitive O-rough phenotype appeared intkpely several times. This further
supports our hypothesis that entrance is the hgistep in PhiX174 propagation, and it
implies that sensitivity to PhiX174 could occurdhigh molecular convergence. Given that O-
rough strains have the core of their LPS exposed]osked whether the sensitive strains

share a common core LPS.
Diversity of the core LPS structure of the naturalE. coli isolates sensitive to PhiX174

Many enzymes participate to the synthesis of th®. e genes encoding the biosynthesis of
the core LPS are mainly in theaa (or rfa) locus, organised into three oper@mhD waaQ,
andwaaA (112), with three more geneRE, IpcA, gmbBdistributed further on the genome.
Five outer core LPS types & coli have been described (R1, R2, R3, R4 and K-12}; the
correspond to different compositions and sequenédbe waaQ operon. A PCR method,
with primers from thefa locus, was used to differentiate tive LPS core-types (10)he
naturalE. coliisolates sensitive to PhiX174, were found to haveR1, R2 or even R3 LPS
core-type LPS (Table 1). For the VDG401 strain kbthR1 and R2 PCR were positive. This

could correspond to an undescribed LPS core-type.

Once more, those sensitive strains are remarkabbaéir diversity. Since it appears that they
have differentfa operons, different mutations could explain th@meon rough phenotype,
and thus their sensitivity to PhiX174. To confirtnwe studied the impact of the knock outs
of different genes involved in the core LPS synithe$ the model bacterig. coliK-12 on its
susceptibility to PhiX174.
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Susceptibility to PhiX174 ofE. coli K-12 core LPS mutants

E. coli K-12 exhibits a K-12 LPS core-type, has a rouglenattype, and is resistant to
PhiX174. The susceptibility to PhiX174 of the smglene knock-out mutant&aB, C, D, E,
F,.G,H, I,J, L, P,Q,S T,Y, Z gmhBdIpcAwas tested using the KEIO collection (114).
They were all resistant to lysis by PhiX174, exdeptfaB, rfaC, rfaD, rfaE gmhBandIpcA
According to literature, the deletions d&C, rfakE, IpcAconfer a “deep rough” phenotype to
the bacteria, preventing the hanging of the fiegpptbse of the inner core LPS (14). As well,
the enzyme GmhB participates in the biosynthesighef first heptoseNevertheless its
activity could be partially complemented by anotleszyme (74).The deletion ofrfaD
generates an heterogeneous LPS either heptoselasth@an incorrect form of the heptose
(103). TherfaB mutation modifies the outer core. Since the irswe is highly conserved in

theE. colispecies, and not the outer core, we focused ofddep rough” mutations.

It is interesting to note, that thanks to th&secoli K-12 sensitive mutants, the bacteria /
bacteriophage interactions betwdencoli and PhiX174 can now be studied in great depth

with the enormous amount of knowledge accumulatel.coli K-12.

Flexibility of the LPS of sensitive strains to PhiX74

Complementation of thdgaC, rfaE,gmhBandIpcAE. coli K-12 gene knock outs with their
respective ASKA plasmids (73), and induced by isppl-beta-thio-galactoside (final
concentration of 0.1uM), restored the resistanaevéver, when electroporated and induced
in the naturaE. coliisolates sensitive to PhiX17done turned out to be resistant to PhiX174.
It implies that their susceptibility can’t be exipled by a single deleterious mutation in one of
these genes. Furthermore, it suggests that musaitiothe more diverse parts of the core LPS
might be additionally responsible for PhiX174 symsi®lity. Thus, the susceptibility to
PhiX174 can be sustained by a large range of diftemolecular defects affecting the LPS,
either inE. coliK-12 or inE. coli natural isolates.

This flexibility in the recognition by PhiX174 hasready been described. Different mutations
on sensitive O-rough R1 type LPS strains (derivethfE. coli C) had different impacts in its
recognition by PhiX174For instance the deletion of the terminal galactoses the bacteria
resistant (52), whereas the deletion of the termghacose (faV) doesn’t, but this latter
deletion decreases its sensitivity (52, 95). SirlyiJathe deletion of the third heptose of the
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inner core of O-rough R1 LP&#Q) doesn’t affect the sensitivity to PhiX174 (94huEk the
outer core of O-rough R1 LPS can tolerate a fewatmris without turning the bacteria
resistant. Besidessalmonella typhimuriuncan be sensitive to PhiX174 despite its non-R1
core LPS, that bears different hexoses and bragdb®). From all those observations, it has
been suggested that PhiX174 recognition and adsorptocess is dependent on the global
conformation of the LPS rather than on its preasenposition (52). The recognition of
potential hosts by PhiX174 has hence some fleigbiliere, we show that this flexibility is
even larger number as we show that R2 or R3 co&type, and “deep-rouglE. coli K-12
mutants can also be sensitive to PhiX174, and thescore LPS can be either complete,
modified or even totally truncated.

Evolutionary implications

Considering that somte. coli K-12 “deep-rough” strains are sensitive to PhiX1wé suggest
here that those “deep-rough” strains are highlpdiiantaged. Indeed, they are characterized
in vitro by a reduced growth rate, an hypersensitivity tieyents and hydrophobic
antibiotics and are sensitive to some rough spepliages (1, 8). Moreover, they are affected
in the way they move (67), in their ability to cagate (105, 107), and they have an attenuate
virulence phenotype (2). All those drawbacks madteeph-rough” strains counter selected in
the long term and therefore rare. The genetic lkditia we observed in the sensitive natural
isolates further comfort the idea that sensitiv@yPhiX174 emergede novoby a molecular
defect and is counter selected in the long run. dddethere is no substantial
monophylogenetic group of natural O-rough coli isolates that would support a fair long-
term fithess for such a phenotype. The presumaily Ibng-term fitness of those strains
suggests that the niche of PhiX174 is made ofr&raaving recently lost there LPS inteqgrity,
having both variable genetic backgrounds and veriaBS structures. This compels PhiX174
to face a very large diversity of host type in thiéd. This could partly explain why most
adaptation of the phage observed on laboratorinstmas associated with adsorption (94) as

wild type PhiX174 have presumably to be generalist.
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Table 1: Characterization of tlke coli sensitive strains to PhixX174

Strains Country Host E. coligroup/subgroup O - typ€ LPS core type

E.coliC France Sewage Ao R1
(DSMZz13127 Autoaggutinating

M1402 Mali  Human Bl Autoaggutinating R3

C4741 Croatia Human Ao Autoaggutinating R1
VDG388 France Human A Autoaggutinating R2
VDG401 France Human A Autoaggutinating R1 and R2
ROAR340 France Human B23 Autoaggutinatin R1
ROAR375 France Human A Autoaggutinatin R2

LE. coli phylogenetic group and subgroups were determiaéd (86, 48).
20-type were determined by O-antisera autoagglutinat
3PS core type were determined by PCR amplificasisin (10).

3. Commentaires de l'article : résultats et discussion
a. Sensibilité a PhiX174 des isolats naturels d’Ei col

Nous avons étudié la sensibilité a PhiX174 de 788ats naturels &. coli
commensaux ou pathogénes, isolés a partir d’h6tesains ou animaux, provenant de

différents pays. De part leur diversité, ces soscmmt représentatives de I'espéceol..
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Nous avons déposé des gouttes de chaque cultuigribane sur un tapis du virus.
Nous avons considéré que les bactéries qui ne @enspas en formant un rond opaque et
net, étaient sensibles au virus. Nous avons vé&dla en faisant l'inverse, c’est a dire une
goutte de solution stock de virus sur le tapisdyam. Au final nous avons trouvé seulement
6 souches sensibles a PhiX174, soit 0,8%.

Nous avons recherché le trait phénotypique expfhifjlea convergence (sensibilité a
PhiX174) entre ces 6 isolats naturels et la solichmli C de référence (DSMZ13127). Nous
avons déterminé le groupe et sous-groupe phyloggmébar PCR triplex (36, 48), I'antigéne
O par agglutination avec des anticorps (Statengnsémstitute, Copenhagen, Denmark), et la
structure du noyau du LPS par PCR spécifique dédenrfa, et ce pour chacune de ces
souches sensibles a PhiX174 (10). Nous avons trqueéles souches étaient remarquables
par leur diversité (Table 1, p 64). Elles sont pblylétiques puisqu’elles se répartissent dans
les groupes et sous-groupeg Ay, Bl et B3, et appartiennent a des groupes de noyau du
LPS différents R1, R2 et R3. Toutefois elles patagin trait phénotypique : elles sont toutes
les 7 des souches « rough », c’est a dire sargeaetiO. Les 6 isolats naturels sont aussi tous

commensaux et d’origine humaine.

Puisque nous avons trouvé que la ressemblancelestseuches sensibles a PhiX174
tenait & I'absence d’antigene O sur leur LPS, atprs la structure du noyau de leur LPS
pouvait étre propre a chacune, nous nous sommesandiEnsi une unique mutation au niveau
des génes communs a tous les noyaux pouvait egpligur sensibilité ou bien si différentes
mutations étaient possibles. Pour répondre a gestion, nous avons étudié la sensibilité
des souches H. coli K-12 mutées au niveau des genes codant la biosaihe LPS. Il est
intéressant de noter ici ¢t coli K-12 est une souche «rough », avec une séguence
d’insertion (IS5) insérée dans I'opérdb bloquant ainsi la biosynthese de I'antigene O,(20)
et qu’elle est résistante a PhiX174; alorsEyicoli C est aussi « rough », avec une IS1 insérée

dans lefb, mais elle est sensible a PhiX174.

b. Sensibilité a PhiX174 des mutants d’E. coli K1hddifiés au niveau
du noyau du LPS

Nous avons testé la sensibilité des souches danlguie KEIO (suppression des génes
par insertion d’'une cassette kanamycine dans le g#rié). Nous avons trouvé que les
mutantsrfak, rfaD, rfaC, IpcAetgmhBétaient sensibles a PhiX174. Ces 5 mutants camifer
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tous un phénotype « deep-rough » a la bactérieyrgréchant la fixation du premier heptose
sur le sucre KDO du LPS. De plus, nous avons trausgla délétion dgaB, rendait aussi la
souche sensible a PhiX174. Puisque le LPS de lehsale référende. coli C, décrit en 1976
(52) est constitué d’'un noyau de type R1 intacige¢ nous avons trouvé deux autres
conformations de LPS « sensibles » & PhiX174, alots pouvons conclure que différents

LPS peuvent étre reconnus par PhixX174 (Figure 10).
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Figure 10 : Noyaux des LPS . coli reconnus par PhiX174.

Lip.A : lipide A, Gal : galactose, Glc : glucogeGlc : B-glucoside, Glc-Nac : N-acetylglucosamine,
P : phosphate, KDO : 2-keto-3-deoxyoctonate.

LPS des souches sensibles a PhiX1#&4 E. coli- ArfaC, B : E. coliK-12 -ArfaB, C : E. coli C.
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c. Niche écologique de PhiX174

Différentes mutations pourraient, nous I'avons sonférer un phénotype sensible a
PhiX174 aux souches . coli. Or, les souches portant des mutations proforeesendant
« deep rough » sont fortement désavantagées. Eet, dff stabilité de la membrane
bactérienne est compromise, ce qui modifie la bditéi des ces souches aux détergents et
antibiotiques, leur motilité, capacité de conjuguedrpathogénicité. Si nous considérons que
ces LPS réduits au minimum sont reconnus par PRi>Xhrtant que récepteurs, cela veut dire
gue la niche écologique de ce virus repose (du sn@mpartie) sur I'émergence d’'un défaut
moléculaire fortement délétere. Cela expliqueraie des souches sensibles soient peu
frequentes (0,8 %). Dans cette hypothese le faatlgumutation délétére soit portée par un
gene fortement conserveé, et partagé par tous pes tye noyaux de LPS, expliquerait que les

souches sensibles soient polyphylétiques.

Toutefois, on peut faire I'hypothese que PhiX174ewnnait pas uniqguement un LPS
tres peu fonctionnel et rare ; et qu’il reconngilément le noyau intacti’ coli C. PhiX174
aurait donc une reconnaissance relativement « badgs souches sensibles, depuis celles qui
ont un noyau intact (mais d’'un type donné (R1)espondant &. coli C), jusqu’a celles qui
n'ont pas d’heptoses sur le noyau. Cette flexiildtu niveau de la reconnaissance lui
permettrait de s’adapter ensuite a son héte. Lpapludes mutations d’adaptation ont
d’ailleurs été observées au niveau des genes daleaps bactériophagés( H, P (29, 39,
123).

4. Expérimentations complémentaires a I'article

Nous n’avons néanmoins pas établi la nature deations conférant la sensibilité a
PhiX174 aux 6 isolats naturels que nous avons é&aues souches pourraient aussi bien étre
« rough » commé. coli C, ou avec le noyau du LPS modifié comiecoli K-12-ArfaB, ou
encore « deep-rough » comrge coli K-12 ArfaC/D/E, AlpcA, et AgmhB Nous avons donc

séquence la régiata de ces 6 souches (environ 15kb).

Nous avons amplifié par PCR « Long Range » la régea partir de I'extraction de
I’ADN génomique total des souches sensibles a PMXNous avons rassemblé les produits
de PCR dans un méme échantillon que nous avonssadagl GEnoscope pour séguencage a

I'aide d’'un appareil de séquencgage a haut déb@x@olLes séquences de 36 pb obtenues ont
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été alignées sur différents loctfa récupérés sur Magé& ( coli IAIL, E. coli O157:H7,E.

coli CFTO73,E. coliK-12). Cela nous a permis de confirmer I'appanteeades souches aux
différents groupes de noyaux de LPS, ce que nansadéja déterminé par PCR. Cependant
nous n‘avons pas pu étudier les séquences basbapar et nous ne pouvons donc pas
conclure quant aux mutations qui expliqueraierpiénotype « rough » (ou « deep rough »)
des souches. Nous n’avons pas identifié d’événemeni pourraient clairement étre
impliquées dans linactivation d’'un gene : déléspmsertions, décalage du cadre de lecture,
transpositions ou encore codon-stop. Cette étuderee car un grand nombre de mutations

peuvent affecter un gene sans pour autant avoisignature évidente.
5. Critique du protocole de screening des souches séries a PhixX174

Nous avons choisi de détecter les souches sensilflbsX174 en déposant des gouttes
(5uL) des cultures bactériennes (3¥0/mL) sur un tapis de virus (0’ pfu/boite),comme
I'avaient fait Muniesa et coll. (88). Nous avongasaiobtenu 6 souches sensibles a PhiX174.
Nous aurions pu choisir le protocole inverse, glassique, a savoir déposer des gouttes de
solution de virus sur les tapis bactériens. Maigecenéthode est beaucoup plus longue,
compte tenu du nombre d’isolats naturels a tedeus l'avons toutefois appliquée aux
souches KEIO, puisqu’elles étaient moins nombre($gsau total). Nous avons été surpris
d’obtenir plus de clones sensibles a PhiX174 qwdeeprotocole décrit dans l'article. En
effet, en plus des mutants décrits dans l'artideQq, rfaD, rfakg, rfaB, IpcAetgmhB 5 autres
mutants (faY, rfaJ, rfaF, rfaH, rfal)se sont révélés sensibles.

Nous pouvons considérer que plusieurs facteursgmeunodifier le rapport de force
entre bactéries et bactériophages, et expliquér ddtérence de résultat. D’'une part, avec le
premier protocole (goutte de cultures bactérierswestapis de virus), nous devrions avoir
localement un rapport entre le nombre de bactéuede nombre de phages plus important
que dans le second protocole ; on peut donc supppse la probabilité d’émergence de
mutation d’élargissement du spectre d’h6te chezhlege soit donc plus importante avec le
second protocole. D’autre part, et de facon plagmatique, nous pouvons considérer que le
fait de déposer les cultures bactériennes a lasaidu tapis plutét que de les stabiliser dans
la matrice d’agarose modifie leur interaction alex phages. Enfin, le choc thermique, que
nous faisons subir soit aux bactéries (qui résidiemm a 42°C) soit aux phages (qui sont plus
fragiles) en les mélangeant a I'agarose chaudjetdé pour former le tapis, n’a sans doute

pas le méme impact sur la sensibilité des bactétibisfectivité des phages.
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On peut donc supposer que nous aurions trouvé plesuthes sensibles a PhiX174 si
nous avions appligué le second protocole a natlleation de souches naturellesEd’col..
Mais nous faisons I'hypothése que le protocole siheti décrit dans I'article, en étant plus
sélectif, nous a permis de détecter les souchgduessirement sensiblds. natura on peut
supposer que les hdtes que nous avons trouvédeapeemier protocole sont ceux qui sont
préférentiellement infectés. Cela appuie néanmbigée présentée dans l'article, a savoir
gu’'un large éventail de structure de LPS peutr@rennu par PhiX174, et que cette souplesse
au niveau du récepteur lui permet de palier a tatéade ces souches de faible valeur

sélective.

6. Conclusions

Cette premiére étude nous a permis de discuteraddélimitation de la niche
écologique de PhiX174. Nous avons trouvé que lamegissance des soucheg.dcoli
sensibles par PhiX174 est relativement « souplBinsi I'adsorption de PhiX174 serait
finalement « peu » contrainte. Ceci implique desgjuE. coline peut pas résister a PhiX174
en réduisant au minimum son LPS, comme cela esilpesgace au bactériophage T7. Notons
ici le fait que tous les isolats naturelsEd’coli sensibles a PhiX174 sont des souches
commensales et d’origine humaine. Cela suggérnéngite la pression de sélection dans le

tube digestif humain favoriserait les souchesugho» ?

Par ce travail, nous avons aussi apporté des éténgn donnent un éclairage
nouveau sur le mécanisme de reconnaissance de phadtPhiX174. Nous avons suggere que
PhiX174 ait la possibilité de reconnaitre des $tm&s de LPS trés variables (LPS de type R1
entier, LPS de type K-12 modifié, ou LPS rogné animum). Nous vous proposons de
considérer, a présent, le fait que seules les thastéxposant le noyau de leur LPS intact
(commekE. coli C ou éventuellement un peu modifié comme les nsitancoli K-12-ArfaB)
seraient reconnues par PhiX174. Nous pourrionss daire I'hypothese que les mutations
profondes du LPS, ne permettent pas la premiergeptiradsorption par PhiX174, mais plutét
rendent accessible le second récepteur de PhixEldi, dont parle Fane (51), et qui serait
indispensable a la pénétration de I’ADN viral démsellule. On peut alors imaginer que le
premier récepteur reconnu puisse étre en partie frdquiir les bactéries pour résister au
phage. Nous n’avons d’ailleurs pas trouvé que ®lg® modifications du noyau du LPEd’

coli K-12 lui conférait la sensibilité a PhiX174. C'edbnc, qu'il faut que le LPS ait une
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certaine conformation que toutes les mutations ernettent pas. Cette idée est attirante,

mais nous devons noter ici qu'aucune étude n'apfhypothése de ce second récepteur.

Enfin, cela nous a permis de trouver différentsantg dE. coli K-12 (une souche
bien connue, ne portant pas de lambdoides « réabtes » et séquencée) sensibles a
PhiX174. Ces mutants pourraient donc nous permeérmettre en place des protocoles de

coévolution, apres nous étre assuré qu’ils ne eorttpas de prophages.
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[I. Geénotype bactérien et pérennité de la coévolution

1. Introduction

Apres avoir cherché a définir les limites de lahei@cologique de PhiX174 lors de
notre premiere étude, nous nous sommes demandégjo@htraintes génetiques bactériennes
limitaient encore la coévolution antagoniste eiiirecoli et PhiX174. En effet, nous avions
constaté que la coexistence enke coli K-12-ArfaC et PhiX174 était trés courte ; au

troisiéme jour du co-ensemencement, il n'y avaisple bactéries, ni de virus.

Nous avons donc choisi d’étudier I'impact de diéidies mutations bactériennes sur la
durée de coexistence entte coli C et PhiX174, et de tester ainsi la longévité dsyatéme
biologique en coévolution dans un environnement ndorEn supprimant des géenes
susceptibles d’intervenir dans linteraction baietér bactériophage, nous avons modifié les
possibilités d’adaptation des deux protagonistes. rutations choisies skr coli C touchent

I'une des trois étapes de l'infection : I'adsorptida réplication ou la lyse (Figure 11).

OA

Reconnaissance/Adsorption
RfaC

\ RecC

¥

Réplication

O

Figure 11 : Etapes de linfection d’E. coli C par le phage PhiX174 perturbées par la
suppression des genas$aC, recC et slyD.
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Comme nous l'avons vu lors de la premiére étudematants dE. coli K-12 dont le
generfaC a été supprimé, sont sensibles a PhiX174. llsuonLPS tronqué au niveau du
premier heptose, c'est-a-dire uniquement constitué paipldel A, et les deux KDO. En
supprimant le gendgaC de la souch&. coli C, nous contraignons donc fortement I'évolution
de la bactérie. En effet, il est dit que les soaaie pouvant synthétiser les KDO ne sont pas
viables, et ce méma vitro (74, 119). Elle ne peut donc pas modifier davgetson LPS.

Nous avons vu dans I'étude bibliographique queéléttbn ou l'inactivation du gene
rep conférent un phénotype de résistance « absoluda»l@actérie, aucun virus contournant
ces mutations n'ayant été décrit jusqu’'a présemt.le@Ddouble mutantArep-ArecC est
synthétique létal (118). En supprimant le géeeC nous empéchons donc la résistance

absolueep d’émerger.

Enfin, nous avons choisi de travailler avec le mutie résistancslyD. Des mutants
de PhiX174 contournant cette mutation ont été tcainsi que des mutants bactériens
résistants a ces virus de deuxieme génération El¥fonséquence, nous pensons isoler ces

mutants bactériens et viraux.

Nous avons construit ces trois mutarisfdC, ArecC, AslyD) a partir de la souche
d’E. coli C. Nous avons ensemencé chacun des mutants airisi qoli C avec PhiX174, et
nous avons fait des cycles de coévolution de 24fusNavons obtenu que la durée de la
coexistence bactérie - bactériophage est treseinéile par le génotype de I'hdte ensemence
au premier jour. Nous n’avons pas observé d’effetagyort initial entre les concentrations
de bactéries et de virus (COI).

Les résultats obtenus ont été présentés sousnte fdlune communication affichée
27 septembre 2009 a Roscoff, lors de la conférdacques Monog Maladies infectieuses
émergentes : focus sur les nouvelles approches esip#®ntales et théoriques de

I'évolution virale» (reproduite a I'annexe p125).
2. Matériel et méthodes
a. Construction des mutants bactériens

A patrtir de la souchk. coliC (DSMZ13127) nous avons obtenu les mut&ntsoli C
-ArfaC, E. coli C ArecC, etE. coli C -AslyD par méthode Wanner (41). Il s’agit de remplacer
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un geéne cible par une cassette de résistance @nkariycine. Pour cela on procéde en trois

étapes.

(i) Préparation de la souche dE. coli C réceptrice

On transfére le plasmide pKD46, porteur d’une remioase, a la souche sauvdgfe
coli C par électroporation. Ce plasmide comprend usesteice a I'ampicilline et il est
thermosensible, c’est-a-dire @u’colile porte a 33°C, mais elle le perd a 37ECcoli C est
ensemencée dans du milieu riche Luria Casein (BQ)artir d’'une solution glycérolée et
stockée a -80°C. Aprés une nuit d’'incubation a 37a4Cec une agitation réguliére, les
bactéries sont mises en phase exponentielle : lamhodillon de culture inoculé dans 50mL
de LC, le tout mis a incuber pendant 3h & 37°C¢ agitation. Les bactéries sont ensuite
lavées pour enlever tous les sels qui pourrait g&akectroporation, et pour rendre la
membrane plus perméable. Les 50mL de culture bewstér sont centrifugés 5 minutes a
8000 rpm (Revolutions Per Minute, ou tour par mapute culot est re-suspendu dans 10mL
de glycérol froid (solution de glycérol a 10% disée et stockée a 4°C), et centrifugé 5
minutes a 8000 rpm. Ce lavage est reproduit 4 dmissuite. Enfin, les bactéries sont
récupérées dans 200uL d'eau stérile, et conserdées de la glace en attendant
I'électroporation. 2uL de la solution d’extractidn plasmide pKD46 sont ajoutés a 50uL de
cellules lavées, et I'électroporation se fait a@B{appareil Electroporator 2510 de marque
Eppendorf). Les bactéries sont rapidement récupétées 1mL de LC, mises a incuber 1h a
33°C, puis 100uL sont étalés sur des boites de GA agar) complémentées avec de
I'ampicilline (100pg/mL). Apres une nuit d’incubati & 33°C, les clones ayant poussé sont a
nouveau striés sur des boites avec ampicilline.cldne issu de cette deuxiéme boite est
ensemenceé dans 10mL de LC complémenté avec deitidimp (100pug/mL). Aprés une nuit
d’incubation a 33°C, avec une agitation réguliém ajoute 1mL de ce bouillon de culture a

1mL de glycérol 80%, on agite et on stocke la seuch80°C.

(ii) Adressage de la cassette de résistance a la kanamgc

Pour que la recombinaison ait lieu au site préaiggéine a supprimer, on borde par
élongation PCR (Polymerase Chain Reaction) la tass#e résistance des séquences
correspondant aux extrémités du gene cible. Noossachoisi d'utiliser les souches de la
banque KEIO qui portent déja la cassette kanamyaitzeplace des géenes que nous voulons

supprimer chezE. coli C. Nous avons choisi une amorce a 100 pb envirorcation
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d’initiation, et une autre & 100 pb environ apresdernier codon. Nous avons fait une
élongation par PCR par couple d’amorces en utiligakit Taq polymerase d’Invitrogen, et
selon leurs conditions de mélange directement ssirlysats des souches KEI@QrfaC,
ArecC, et AslyD) (appareil Mastercycler gradient de marque Eppdngoogramme (1)
dénaturation 5min a 95°C, (2) 30s a 95°C, (3) 366°€ pour I'accrochage des amorces, (4)
30s a 72°C pour I'élongation, (5) retour a I'étg@g pour 29 cycles, (6) 72°C, 5min, et enfin
(7) 10°C ). Nous avons veérifié la taille du prodaitendu par migration sur gel d'agarose 1%.
Les produits de PCR ont été purifiés par dialysedas membranes (10uL déposés sur la
membrane elle-méme a la surface de I'eau, pendami@p(Membrane filters de marque

Millipore, 0.05um).
(iii) Recombinaison et sélection des mutantsi: coli C

La souche réceptriceE( coli C + pKD46) est ensemencée dans du milieu LC,
complémenté en ampicilline (100pg/mL). Apres und diiimcubation a 33°C, avec agitation
réguliere, on met les bactéries en phase expoflienfief. ci-dessus), en ajoutant de
I'arabinose (0,02% final) pour induire la productide recombinase. Les bactéries sont lavées
(cf. ci-dessus) et chaque produit de PCR est élgoté dans la souche réceptrice (cf. ci-
dessus). Les bactéries sont reprises dans 1mL detlifiises a incuber a 33°C pour 1h, avant
d’étaler 100uL sur des boites de LCA complémentéex de la kanamycine (30pg/mL).
Aprés une nuit d’'incubation a 37°C, les clones aymussé sont a nouveau striés sur des
boites avec kanamycine. Un clone pour chaque muitssu de ces deuxiemes boites, est
ensemencé dans 10mL de LC complémenté avec denéankaine (30pug/mL). Aprés une
nuit d’'incubation a 37°C, avec une agitation régndj on ajoute 1mL de ces bouillons de
culture a 1mL de glycérol 80%, on agite et on stdels souches a -80°C.

Nous avons Vérifié tous les mutants obtenus pargélion PCR avec des amorces
choisies de part et d’autre des génes suppriméscgiagians la cassette de résistance.

b. Conditions de I'expérimentation

Nous avions observé a I'occasion de mon mastgre la coexistence était plus longue
en diluant le milieu de culture ; c’est pourquoi s@vons choisi de faire coévoluer bactéries
et virus dans du milieu LC dilué au quart avec dgS®4 (1FM). Ce milieu a été

complémenté par une solution de sels (dilution dlieme d’'une solution mére d’Infective
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Juice 1J, [CaGl(0,5M), MgCL(1M)]) pour permettre I'adsorption des virus auxtésaies(cf.
p-49).

Nous avons confrontés les 4 génotypes bactériensofi C, E. coli C-AslyD, E. coli
C-ArfaC, E. coli C -ArecC) au virus PhiX174 (DSMZz4497) avec trois COI ditfats (10,
10* et 10°). Chaque condition a été reproduite en 6 réplicats 72 populations en paralléle.
Les bactéries ont été ensemencées a partir desesutle une nuit lancées avec les solutions
glycérolées et stockées & -80°C (10uL d’une smiudi environ 5.10unités ouCFU/mL), et
les bactériophages ont été ensemenceés a pardrsbdution amplifiée sUut. coli C et stockée
& 4°C (10pL d’une solution & 5806.10, 5.1C unités ou PFU/mL), dans 10mL de milieu

(tubes de 50mL). Les tubes ont été incubés a 387€L; une agitation continue (130 rpm).

Tous les jours, a la méme heure, et ce jusquawieee jour, 10uL de chaque

population ont été transférés dans des milieus,fegiremis a incuber avec agitation.
c. Suivi de la coexistence bactérie - bactériophage

Quotidiennement, juste avant le transfert, nous svanté la présence des bactéries en
mesurant la densité optique (DO) a 600nm. Nous saeonsidéré qu’il y avait des bactéries
dans le milieu quand la DO était supérieure a 0,01.

De méme, nous avons noté la présence des virestmt 'infectivité du bouillon de
culture sur un tapis de I'h6te ancestral. Pour oelas avons versé 3mL de milieu LCA (LC
complété de 7.5g d’agar/L) enrichi en 1J et maintariétat liquide a 42°C, dans lequel nous
avons ajouté 300uL d’un bouillon de culturé&dtoli C. Une fois le tapis bactérien coulé et
séché a proximité de la flamme, nous avons déposégdattes (5uL) des différentes
populations en coévolution. Nous avons considéré guavait encore des virus dans le
milieu quand nous observions de la lyse au nivaadép6t, aprés avoir incubé les boites de

Pétri a 33°C pour une nuit.
3. Reésultats et Discussion
a. Durée de coexistence et génotype de I'hGte
Nous avons observé que la durée maximale de cesgsstbactérie — bactériophage

était tres variable d’'un génotype bactérien a tafeigure 12).
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E.coliC E. coli C - ArfaC
1 2 3 4 5 86 1 2 3 4 5 6
jour 1
jour 9
E. coli C - AslyD E. coli C - ArecC
1 2 3 4 5 8 1 2 3 4 5 6
jour 1
jour 9
—| Bactéries et phages
==\ Phages (D.O < 0.010)
= Bactéries (pas de lyse sur I'h6te ancestral)
| Ni bactéries, ni phages

Figure 12 : Pérennité de la coexistence bactérie -a¢tériophage.

Les différents réplicats sont distribués en colofina 6), seuls les résultats pour le COl initial
de 10%sont ici représentés.

Le temps s’écoule de haut en bas, comme indiquiafigche.

Codecouleur : En bactéries et virus sont présents dans la popualagavert, seuls

les phages sont présents béru, seules les bactéries sont présentes, etsnil n'y a plus

ni bactéries, ni phages dans la population.

1. E.coliC

C’est avec le géenotype sauvdgecoli C que nous avons obtenu la coexistence la plus
longue, puisque bactéries et virus étaient présdgsuis toutes les populations au neuvieme

jour de I'expérimentation.

76



2. E. coli G-ArfaC

Dans les populations ou les bactéries ensementaiestéde génotyp&. coli C —
ArfaC, nous avons rapidement vu disparaitre les bastétiées virus. Des le premier jour de
coévolution (avec un COI : ) nous avons noté que les bactéries avaient uneentation
tres faible, en dessous de la valeur choisie cotmmite (D.O a 600nm <<0.01), puis les
virus ont disparu a leur tour, et enfin au quatBégour nous n’avions plus de
microorganismes dans les 6 populations. Il esglogigue la disparition des virus suive celle
des bactéries puisque ils ne peuvent alors pluswdéplier, et ils disparaissent avec les

dilutions quotidiennes des populations.

Nous avons cherché a voir si nous pouvions fairerduius longtemps la coévolution
en augmentant la taille du volume transféré d’um gur I'autre (100uL ou 1mL au lieu de
10uL) et en diminuant ainsi la taille du goulottddglement. Mais cela n’a pas eu d’autres

conséquences que de décaler la disparition des paueffet dilution.

Nous n’avons donc pas observé d’émergence de plpasotrésistants quand nous
supprimions le gendaC. Il est vrai que généralement (dans le cas deggsha aved. coli
B, et Phi2 infectanP. fluorescensles mutations de résistance modifient le récepéaur
phage et bloque I'adsorption. Ici, nous avons éotent supprimé le récepteur des souches
qui restent sensibles, ne pouvant empécher I'adearges virus. Nous nous attendions a voir
émerger des résistances génant la réplication tyséa(au niveau des genep et slyD par

exemple).
3. E.coliC-AslyD

Nous avons observé la rapide disparition des vides, le premier jour, sans qu’ils
aient pu se multiplier. C’est donc qu’il n'y a pas contournement de la mutation de
résistance comme cela avait pourtant été décrip{6#).

4. E. coliC —-ArecC

C’est avec le génotygde. coliC —ArecC que nous avons observé le plus de variabilité

d’'une population a l'autre.
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Avec le COI : 10f, dans 2 populations sur 6 (pop 3 et pop 4) noosswbservé que
les bactéries disparaissaient tres rapidementiesuile pres par les virus qui ne peuvent plus
se multiplier. Des le troisieme jour, nous avonseobs la méme chose qu’avec coli C —
ArfaC ; a savoir plus aucun microorganismes. C’est dare @dpns ces deux populations, il

n'y a pas eu émergence de la résistance.

Dans 3 populations sur 6 (pop 1, pop 2, et pop@&)s avons observé que les bactéries
et les virus coexistaient pendant 6 jours, avaetlgs bactéries disparaissent. Il y aurait donc
eu emergence de la résistance au cours des prgaiessCependant, si le colt phénotypique
associé aux mutations de résistance était trop aporcela pourrait expliquer que les
populations bactériennes ne se soient pas mairgeatiee notamment a cause des dilutions
quotidiennes. A moins que la population virale @ihtourné la résistance ayant émergé, et

entrainé I'extinction de la population bactérienne.

Enfin dans la derniére population (pop 5), bactéeievirus coexistent jusqu’au jour 8,
et il semblerait qu’au jour 9, les virus aient @digps. Cela suggérerait que les bactéries des
jours précédents étaient toutes résistantes, eiequerus n’ont plus pat se multiplier sur des
hétes sensibles, ni contourner les résistances gemes. Soit les mutations résistantes
n'entrainent pas de baisse de fitness ce qui keumegt d’envahir la population (Cf. p 34), soit
les virus et/ou les bactéries sensibles sont trapnpenbreux et la dilution d’'un jour a l'autre

suffit a les faire disparaitre.

Cette forte variabilité d’une population a l'auti@sse penser que le cours de la

coévolution est tres sensible a la nature et auenbou les mutations émergent.
b. Densité bactérienne et coexistence bactérie — baptéage

En regardant I'évolution de la densité bactérieame&ours des 9 jours de coévolution,
on recueille une information supplémentaire. Eeteffontrairement aux populationgdcoli
C, les populations &. coli C-ArecC, en présence de PhiX174, n'atteignent pas destégns
tres importantes (Figure 13). Ces mutants subissenourd fardeau, qui réduit d’autant la
taille de leur population, ce qui n'est sans dquas sans conséquences sur la possibilité de

voir émerger des mutations avantageuses.
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Figure 13: Evolution des concentrations bactérieres et coexistence bactérie -
bactériophage.

L’évolution des D.O ( a 600 nm) pour les 6 répkcdés 4 génotypds coliC, E. coliC-
AslyD, E. coli C-ArecC, etE. coli C-ArfaC, sont représentées ici (COI initial de*.0

Code couleur : Ennoir, quand il reste des virus dans la populatiorenebuge quand il n’'y

en a plus.

c. Valeur sélective des génotypes et potentiel coéiolu

Il est apparu que la valeur sélective associéegaawntypes bactériens pouvait étre un
critere déterminant, pour que la taille de la papah ne limite pas le nombre de mutations
avantageuses qui pourraient émerger. En effet,vaes des informations accompagnant la
banque KEIO, la souche. coli K-12 - ArfaC, aprés une culture de nuit, atteindrait une D.O
équivalente a 26% de celle atteinte par la soudBEOksauvage, contre 58% padgr coli K-

12 - ArecC et 67% poutE. coli K-12 - AslyD. Le fait de ne pas observer des mutations de
résistance envahir les populationg&Edtoli C - ArfaC, pourrait-il étre expliqué par la trop
faible valeur sélective du mutant ? De méme pBurcoli C - ArecC, ou I'on n’observe

I'’émergence de la résistance que dans 4 cas sur 6?
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Nous avons voulu vérifier que la valeur sélectivie.dcoli C - ArfaC était
significativement diminuée par rapportea coli C et les autres mutants. Nous avons donc
comparé leurs courbes de croissance en milieudig(dans 200uL de LC, a 37°C, avec une
agitation réguliere, et en 8 réplicats par génatyfpeure 14). Nous avons constaté que les
génotypes mutants poussent tous significativemesrbien que la souche sauvdgfecoli

C. Il existe aussi une différence de croissancema entreE. coli C - ArecC et dE. coliC -

ArfaC.

0,9 A
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0,5 1
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
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Figure 14 : Croissance des différents génotypes eamilieu liquide.
Moyennes et écart-types calculés sur 8 réplicatgg@otypes (D.O a 600nm).
Code couleur : Ennoir E.coli C, en E.coli C A-recC, enrouge E.coli C A-slyD, et en
bleu E.coli C A-rfaC.

Afin de séparer l'effet de la faible croissancel@éfet de la mutation spécifique a
I'interaction bactérie — bactériophage, nous awvasstruit un mutant « controle *. coli C
- ArpmE Le génerpmE, n’'est pas sensé intervenir dans la multiplicatenPhiX174, et la
suppression de ce gene est associée a une trissvalibur sélective (D.O équivalente a 30%
de celle atteinte par la souche KEIO sauvage). @ansontexte génotypique, et dans des
conditions expérimentales de coévolution identicueslles présentées ici, nous n’avons pas
observé d’extinction de population bactérienne.aCaiggére que les génotypes que nous
avons utilisés affectent la coévolution avant temitraison de leur spécificité génétique plus
gu’en raison de leur croissance diminuée. La faibleur sélective des mutantdd'coli C -
ArfaC et E. coli C - ArecC ne suffit donc pas pour expliquer le fait qu'omihpas observé de

coévolution « durable » avéc coli C -ArfaC ouE. coli C -ArecCet PhiX174.
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4. Conclusions

Par cette étude, nous avons établi que la duréedelution d’'un systeme biologique
dépendait fortement des génotypes en présenceff&n s une faible valeur sélective est
associée a l'un des génotypes, alors la tailleadeopulation en sera réduite d’autant, ainsi
que la probabilité d’émergence des mutations agentses. Toutefois, il faut ajouter a cela la
notion d’épistasie ; I'émergence d’'une mutation damsontexte génétique donné modifiant
le nombre et la nature des mutations pouvant attaur émerger. Ainsi, en inoculant des
génotypes différents au premier jour de la coéimhitnous avons altéré le potentiel évolutif
des bactéries. Ceci pourrait expliquer gu'avec leogée ArecC on ait parfois observé

I'’émergence de la résistance, et pas avec le geantiaC.

Aux vues de ces résultats, nous avons fait le cleiprendre le systeme biologique
« sauvage k. coli C / PhiX174 pour étudier I'évolution de la pressibm sélection induite
par les virus sur les bactéries en coévolutioneftet, nous avons montré que c’est avec ce
tandem que la coexistence dure le plus longtempsis Mavons opté pour des conditions
expérimentales similaires a celles utilisées igaaoir le méme milieu (1/4X LC), la méme

agitation, et pas de migration.
5. Perspectives

Il pourrait étre intéressant d’étudier de faconspdyprofondie la coévolution entte
coli C - ArecCet PhiX174 afin de comprendre comment elle peut ginadoit a I'extinction
des bactéries, soit a I'extinction des phages. Nmusrions, dans ce but, isoler chaque jour
des clones bactériens et étudier leur résistanceiras ancestral, mais aussi aux virus
coévoluant avec elles. Est-ce que dans les popunsatiu les bactéries s’éteignent en premier,
les virus évoluent vers une plus grande infectjatéest-ce que le colt phénotypique associé
a la résistance est si important qu’il empéchebbadéries de persister ? Est-ce que, dans les
populations ou les virus disparaissent, la résigtajui émerge est « absolue » ? Et dans ce

cas, quelle mutation explique ce phénotype ?
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lll. Taux d’évolution du bactériophage PhiX174 en coévotion continue

avecE. coli C

1. Contexte

Nous l'avons vu dans I'étude bibliographique, ldgages influencent fortement la
dynamique des populations bactériennes (transfestizontaux, goulots d’étranglement,
recyclage des nutriments...). La forte pression d&cgén résultante, qui favorise
I'’émergence des bactéries évitant ou résistantlgsk s’ajoute aux pressions de sélection
engendrées par le milieu abiotique (structuratienl’dspace, richesse du milieu...). Nous
avons souhaité étudier I'évolution de cette presgiensélection d’origine virale sur la

population bactérienne dans un contexte de coéwuolut

Dans ce sens, toutes choses égales par aillews,avons choisi de comparer le taux
d’évolution des bactériophages en coévolution on agwec des bactéries. Nous avons
considéré que ce parametre mesure indirectemepteksion de sélection exercée par les
bactériophages sur les bactéries. En effet, nousopsufaire I'hypothése que plus un
bactériophage a accumulé de mutations, et si egllgsmblent correspondre a des mutations
d’adaptation a I'hote, plus la coévolution a ét@aiynique ce qui est le reflet d’'une pression

de sélection intense.

Pour étudier cette question, nous avons mis eneplkdeux traitements. Les
bactériophages du premier protocole ont été cotdsoa des bactéries naives et sensibles que
nous renouvelions chaque jour au moment du trandéers un nouveau milieu. Dans le
second protocole, nous n'avons pas séparé lesrieacties bactériophages et nous avons

transféré quotidiennement I'ensemble de la pomriadians un nouveau milieu.

Nous avons tout d’abord vérifié qu'une coévolutdynamique s’établissait entre les
bactéries et les bactériophages. Puis nous avopesee les virus récupérés au vingtieme
jour de I'expérimentation, et nous avons analyaéclimulation des mutations dans les deux
traitements. Nous avons été étonné de ne pas eodliffirence significative entre le taux
d’évolution des virus en coévolution continue alex bactéries et les virus du protocole de

contrdle. Nous avons discuté de ce qui pourrailigxer ce résultat.
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Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous lsofiorme de larticle «en

préparation », qui sera soumis prochainement.

2. Article « Viral evolution rate in a coevolving Escherichia coli C - PhiX174

system »

Viral evolution rate in a coevolvingEscherichia coli C - PhiX174 system
Alix Michel®, Cécile Gateay Olivier Tenaillort

INSERM U722 and Université Paris 7, Faculté de Méue site Xavier Bichat, 16 rue Henri
Huchard, 75018 Paris, France,

ABSTRACT

Abiotic and biotic environment parameters influetice selective forces acting on microbial
populations. Here, we studied the impact of antegicncoevolution interactions between
Escherichia coliC and PhiX174 on the rate of viral molecular etiolu We considered that
the viral evolution rate would reflect the dynaroicthe coevolution and thus the strength of
the corresponding selective pressure on bactereafdhd that most adaptation occurred in
the part of the phage genome involved in host-jiarasteraction. However we could not
detect clear differences in the rates of evolubetween continuously coevolving viruses and
the ones facing everyday renewed bacteria. It seékaishe costs associated with virulence
and resistance lead to a stable equilibrium ofcitndes and non-infectious phages together

with sensitive and resistant bacteria, and maykdyianit the adaptive rate in our system.
BACKGROUND

Bacteriophages, or phages, and bacteria are ubiqu@oorganisms; their total number
reaches respectively ¥0and 16° individuals on Earth. In aquatic ecosystems phaages
responsible for about 10 to 50% of the bacterialtality(59). This host-parasite interaction
affects the whole ecosystem stability. Indeed pacts on the resource cycles with the release

of nutriments and debris from lysed cells(58), @mitomotes bacterial diversity both through
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phage mediated horizontal gene transfers and phmagdiated cycles in population
densities(113).

As a consequence, phage virulence induces a stadagtive pressure on bacterial population
favouring those that turn resistant to phages. bemoto understand bacterial population
dynamics, the potential evolution of bacterial seence to phages and how those can counter
act these resistances have to be considered. \&thifes in the wild tend to be now more
popular(120), for almost thirty years phage-baatenteractions have been studied both
through experimental evolution in the laboratorydemvery controlled environments, and
genetic studies. It has been shown that some gemeb/ed in phage resistance, such as
malT, are submitted to diversifying selection in thdd{86), which suggests a recurrent
action of phages on such genes and presumablyscgtleoevolution of both partners. The
outcome of coevolution is really dependent of theyaaisms studied. For instance
Escherichia coliB can delete the T5 receptor with no cost undeoraory conditions and
therefore the extinction of phages directly followee emergence of this resistande.
contrario, E. coli B and T4 can coexist over a long period(21). Amamg experimental
bacteria-phage systems tested only a handful hapeaaed stable enough to study the
coevolution, with both phages and bacteria evolumgounteract the changes occurring in
the other ones (28)

The diversifying selection observed on genes inelin host-parasite interactions is not
restricted to bacteria-phage systems, it can aésdobnd when one is facing an immune
system or in plant resistance genes. In an ever gemeral framework any biotic antagonist
interaction (predator-prey or even within speciesugal conflicts) is supposed to drive an
accelerated evolution. As illustrated by Van Vaaleri973 with his Red Queen metaphor,
the biotic component of the environment is likebydrive most of the selection for change
within an organism. One underlying assumption ofhsacvision is that in a constant

environment the rate of molecular evolution shobél slower and less targeted than in a

system in which antagonistic biotic interactions present.

To test such a hypothesis we developed a new empstal bacteria-phage coevolution
system which benefits from the massive knowledgeimecilated on both partnets: coliand
PhiX174. This system is particularly relevant toasiere the rate of evolution since the phage
genome is so small (5386 pb) that it can be e&dlily sequenced after evolution. To simulate

a changing biotic environment we let the bactenma ghage evolve together (COEV
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treatment) while to simulate a constant biotic emument, we chose to replace every day the
bacterial population from the culture tubes witliresh ancestral bacterial population, and
therefore subject the phage population to directiemalution (DIREV). We show that most
adaptation occurred in the genes involved in hasagite interaction, but we could not detect
clear differences in the rates of evolution betwées two experimental conditions. We
therefore looked for the dynamic of the coevolutitactors that could explain this

observation.

METHODS
Strains

PhiX174 (DSMZ4497) and its reference hastcoli C (DSM13127) were obtained from the
DSMZ German institute. A solution stock of PhiX1#é&s made on th&. coli C, filtered
twice and conserved at 4°C ¢EFU/mL).

Evolution protocols

On the first day, 12 tubes (50 mL) were filled witbmL of a Luria Casein (LC) broth diluted
4 times into MgS® (10°M), supplemented with Infective Juice (1) (10mL/bf the
solution stock: CaGl0.5M and MgC4-1M)(106). We had found thdE. coli C - PhiX174
coexistence lasts more in this diluted broth (atashown). In each tubg, coli C (10uL of
the overnight culture from a single colony) wascuated with PhiX174 (10 pL of the
solution stockj.e. 10’ PFU, Coefficient Of Infection (COI): 1. The tubegre incubated at
33°C overnight with a constant agitation of 130 r@rubes followed the DIREV protocol
(E1 to E6), and 6 the COEYV protocol (C1 to C6).

In the DIREV treatment, every day, 1mL of the p@pwn was centrifuged at 10 000
Revolution Per Minute (RPM) for 5 min with 50uL cfloroform, to get rid of bacteria. Then
10pL of this supernatant were inoculated in a nave t(10mL 1/4X LC with 1J) along with
10upL of a fresh overnight culture Bt coli C. In the COEV protocol, 10uL of the population
were directly inoculated into a new tube (10mL 1M& with 1J). The 12 tubes, along with a
control tube only filled with broth for testing caminations, were incubated at 33°C
overnight with a constant agitation of 130 RPM.
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Storage

We collected every day 500uL of each population mmded it with 500uL of 80% glycerol

for storage at -20°C.
Coexistence of bacteria and phages

Every day, the Optical Density (OD) of the 12 p@bians was measured at 600nm. We
considered that bacteria were present in the popalahen the OD was above 0.01.

In order to determine whether phages were stikgmeor not, we tested the lysis power of the
different populations on thE. coli C ancestor. Ark. coli C layer was made on LC square
Petri dishes, pouring 9mL of soft LC-agar (agarogs/L LC) with 30uL of 13 and 300uL of
E. coli C overnight culture(106). We dropped off 5uL of tt2 different populations down on
theE. coli C layer. We considered that phages were present aiodear zone appeared after
one night of incubation at 33°C. Some populatioresrewtitrated more precisely on the
ancestor host {iday or D1, D3, D5, D8, D10, D13, D15, D18 and D20).

Isolation of bacteria in th€ OEV treatment

Three populations following the COEV protocol (€12 and C3) were streaked every day on
Petri dishes. The plates were incubated at 33°@wamnight and 10 separate colonies per
population, chosen randomly, were streaked agaid, inoculated in LC for storage in
glycerol at -20°C.

Resistance or susceptibility test

The bacterial clones isolated every day in C1, 6@ @3 were tested for their resistance or
susceptibility to the ancestor and coevolved phagesry overnight culture (300uL) was

mixed with 3mL of soft-agar with 30uL of the 1Jwas poured in a small Petri dish, and we
deposed 2uL droplets on the plates of the PhiXIwGestor solution stock. The C1 clones
isolated on D1, D3, D5, D8, D10, D12, D14 and Dléravmixed with 3mL of soft-agar

complemented with 30uL of IJ, poured on a LC Rdéigih and we dropped off 2uL droplets of
each C1 entire population generation (considerag the resistant bacteria in those stored

population wouldn'’t bias the results).
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We concluded that the bacteria were sensitive wihemlrop of phages was associated with an
inhibition of bacterial growth after over-night utgation at 33°C. When the zone of the
droplet was non-differentiable from the bacter&ldr, we considered that the bacteria were

resistant.
Bacterial growth curve

Bacterial clones isolated on D20 from C1, C2 and @W&e inoculated in fresh LC in a
microplate deep-well on over-night, with agitatiah 37°C. Then we put 10uL of these
cultures with 190 uL of LC supplemented with IJthe incubator (TECAN®, infinite 200,

Austria) for a growth curve of 18h at 37°C and lagshacking.

Phage concentrations

To evaluate the evolution of the concentration ledges during the two protocols, we titrated
them on the ancestor hdst coli C, using the solution stocks glyceroled on day D3, D5,
D8, D10, D13, D15, D18, and D20. We diluted thoskitsons into fresh LC (dilution from
10" to 10°), and deposed 2pL droplets onErcoli C layer.

Isolation of phages on the 2@ay

The supernatant of the 12 populations of D20 weneedhwith theE. coli C ancestor at
different dilutions. Five lysis plaques (A to E) meechosen randomly per population, and
were diluted in 1mL LC eppendorff tube, they wemtexed with 50uL chloroform, and
centrifuged for 5 min, then the supernatant weveest at 4°C. In the same way, we isolated 5

lysis plaques of the ancestor PhiX174 solutiorefoon-evolving control.
Sequencing

We sequenced some phages isolated on D20: 4 e\@?&d E3A, E4A, E6A), 2 coevolved
(C1A, C6A) and 1 ancestor (PhiXA). We amplifiedithgenome with two Polymerase Chain
Reaction (PCR), PCR1 with the primers 16(+) and92§2and PCR2 with the primers 184(-)
and 2494(+). The (+) means that the primers haddnge sequence as PhiX174, the (-) that
the primers are reverse-complement of PhiX174 semelhe number corresponds to the
first base of the primer within PhiX174, all primesre 20bp long. We chose 10 primers for
sequencing: 674(-), 1106(-), 1629(-), 2181(-), 4depfar PCR1 and 3127(-), 3637(-), 4052(-),
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4602(-), 5126(-), 184(-) for PCR2. Obtained seqesnwere analysed with the softwares
Bioedit, and ClustalWw.

Day 20th phage lysis plaque size

The solution stocks of the 50 phages isolated o@ (@f#&y were no phages in C2 and C3 on
D20), along with the ancestor PhiX174 viruses omege titrated ork. coli C, as described
above. We spread some dilutions of these solutiotts a top-agar mix (about 10 to 50
plaques per Petri dish). We did this protocol i teplicates. We mixed up the Petri dishes
in the incubator, at 33°C, not to consider the tmsiof the plates and the influence of the
heater. On the next day we took pictures of theeplavith Biocapt, and analysed them with a
home-made software that gave us the size (in paw)the total number of plaques per Petri

dishes.
Lysis curves of the sequenced viruses

The seven sequenced viruses were inoculatedBvitoli C, into 6 replicates, in a microtiter
plate (COI: 10, LC supplemented with 1J). It was incubated atC3i#f the TECAN, the OD

at 600nm was measured regularly, and the plaquagiteted.

RESULTS AND DISCUSSION
Bacteria and phages coexistence

We first wanted to test if coexistence of phiX1 T &. coli C was possible as many previous
bacteria-phage systems have failed at that stagere8ources availability might be an

important parameter, we first ran some set of erparts with various concentrations of

resources, and figured out that LC diluted 4 tinmea salt media provided the highest rate of
coexistence of both partners (data not shown).eBiattconcentrations from each population
were measured every day, as well as the phagengesBuring the DIREV treatment, we

observed that phages were maintained until D20 s@me punctual extinction of bacteria
(Figure 1A). In the COEV treatment, in 4 of 6 popibns bacteria and phages were still
coexisting on D20 (C1, C4, C5 and C6), while phagest extinct around D11 or D12 in the

population C2 and C3 (Figure IB).
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To see if some genetic changes linked to antagjorgsevolution had occurred in both
partners we first made a simple test. We checkepgopulation C1 if the evolved bacteria
were all resistant to the ancestral phage. Aspeaged to be the case it suggested that both

the phage and the bacteria had coevolved to soteatex
Evolution rate of virus coevolving continuously wih bacteria or not

To assess if the presence of coevolution had aetetethe rate of molecular adaptation, we
sequenced both evolved genome and the ancestral Ome sequence of the ancestor virus
differs from the Sanger sequence with 7 mutatiatagal not shown). Due to small plaque
sizes and two phage population extinctions, we ccaully sequence 2 COEV lines and 4
DIREV ones (we wanted to avoid plating the phagehigh density to preventle novo
evolution on the plate). We first identified the temions that had appeared during the
experiment, and studied the impact of these mutatmmthe amino acid composition of the
viral proteins (Table 1). We found 25 different stitutions, for a total of 41 mutation events.
Most substitutions (80%) appeared uniquely in onéherother treatment: 11 in the DIREV
evolved viruses and 9 in the COEV ones. Some (%)2fppeared in both treatments. Some
substitutions (7, 28%) emerged in parallel in dédfe lines. Besides the parallel mutations we
observed, some substitutions (6, 24%), emergirdiffarent isolates or not, had already been
described in literature. This information is img@ort, since it implies that unique substitutions
could be selected in independent evolved lineag&354A and G2015C had emerged in a
chemostat coevolution protocol with continuous $ypp E. coli C(124); G1319A had been
considered as a compensatory mutation(97). Fila1¥60G and C2085T had been observed
in adaptation protocol to alternating hodfs ¢oli C andSalmonell3(29, 39).

In both treatments, as expected under a model ofotateon, the mutations were highly
clustered, hitting only genes involved in capsidboscapsid. Indeed while gemirerepresent
24% of the genome, it harbored more than 70% ahaliations (Fisher exact test p=5'0

In total capsid genes which represents 56% of émoigne harbored 84% of mutations (Fisher
exact test p=5 I¥). As expected for a selection driven molecular etioh, most mutations
were non-synonymous with a total ratio of synonymowitations over non-synonymous of
1.75 and 1.5 for COEV and DIREV respectively. Yaarf of the five mutations occurring in
geneD were synonymous. This is coherent with the obsienwaBurch and Fane made that
this gene is the most conserved one in PhiX1Misroviridae family(30), but does not

explain why 5 mutations were found in this gene parad to 0 in genA& which is three times
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larger (Fisher exact test p=6 490 which suggests thdd might be a locus with strong
selective pressure on DNA secondary structures.

While this distribution of mutations across the g@e comforts the idea of coevolution, there
was no power to detect any differences in pattermrates among the two treatments. Even if
DIREV lines had slightly lower number of mutatiofg 7, 7 and 8) compared to COEV (8
and 8), the difference was not significant. Herszeprisingly we can conclude that even if
the phages of the COEV treatment were continuowslgvolving with bacteria, their
evolution rate isn’t significantly increased in goanison to the phages of the DIREV
treatment as we had expected.

We looked for factors that could contribute to tbisservation. The rate of adaptive evolution
of both partners is directly correlated to the nembf beneficial mutation generated at each
generation and to their effect on fitness. Theeefare studied population sizes, and the

intensity of selection imposed on each antagonist.
Viral population size

We first focused on viral population sizes (FigUje Even if we do not take into account the
C2 and C3 populations where phages go extinct abatitor D12, it appeared that the viral
concentration was still significantly (t test sifycent, p<0.05) lower in the COEV treatment
after day 8 compared to DIREV treatment. This dédfece might be a confounding effect in
the rate of evolution, it is yet hard to quantifg importance without a proper integrated
model of coevolution, as it will affect both thepeaity of the phage population to respond to
selection, but will also decrease the selectiveqaree imposed by phages on bacteria.

Cost of resistance/virulence

For biotic interactions to drive faster adaptationge need the selective pressure associated
with biotic interactions to be stronger than thiestive advantage of beneficial mutations in a
constant environment. When one talk about resistamzl virulence, very intense selective
pressure are envisioned, however, if the selegiressure imposed by each partner on its
protagonist is reduced then the rate of coevoluti@y be reduced. Such a reduced rate of
coevolution can be triggered by limited gain assiec with the new beneficial mutations
and/or by a attenuated selective pressure imposedh®nantagonist. For instance, as

suggested in most gene for gene models of evolufi@xtended resistance or extended host
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range come at a cost then each corresponding aliélspread through populations more
slowly than the previous one. The system can ewdgtaome to a polymorphic equilibrium
when the cost of further resistance /virulencelalie on the same order than its associated
benefit. To test if such a process existed in apeamental system we used two approaches.
On the one hand we focused on the virulence oanbestor bacterial genotype of the phages
isolated at D20. On the other hand we followedewelution of resistance and host range of
the phages through the COEV C1 population to sekeifinteractions between phages and
bacteria were compatible with the emergence of rediwiral induced selection pressure on

bacteria.
Virulence and productivity of the coevolved bactemphages on the ancestor host

The impact of the D20 coevolved viruses on the stocenost growth curve was measured
and compared with the impact of the ancestor biagteage and the D20 viruses from COEV
treatment (Figure Ill). The ancestral bacteria ulated without phages grow exponentially.
In the wells where phages were added, the bactestentration increased first and then
dropped off dramatically. According to the shapehs lysis curves, the ancestor virus (the
green line) was the most virulent virus on the negfee strain. Indeed, we observed a
significantly reduced virulence for most of the DAfuses, in comparison to the ancestor but
interestingly we can't clearly distinguish the \8as from the DIREV treatment (black lines)

from those from COEV (red lines). However, this @ftvaition was consistent with the

existence of some cost associated with the mutselected in our treatment.

To further assess this cost we plated on the amrchest, populations derived from 5 clones
isolated from each of the viral populations at DR@leed plaque growth may be a more
sensitive test than the previous test as it reflébe product of many more rounds of
infections (Figure IV). Again, both DIREV and COBNfal populations had a significantly
decreased productivity, as measured by the pla@es,sin comparison to the ancestor
bacteriophage (both ANOVA significant, p<i0. This time however, there was a significant
difference between treatments (ANOVA significant1f%’). The DIREV viruses were more
fit than the COEV viruses that had dramatically mstlplaque size on the ancestor host. It
suggests that the loss in productivity is higherewhhe viruses are facing continuously
coevolving bacteria, as if the phages modified nteestically the optimal parameters of the
infection on wild typeE. coli C. Those two results support the hypothesis oéduged

virulence of the coevolved bacteriophages (at Jeasthe ancestor host).
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Resistance emergence in bacteria-phage continuousigevolving populations

To see under which conditions this potential reidmcof virulence of the phage was observed
we decided to look more carefully in population &iwv the phages and bacteria could infect
or resist to one another. We used phage populabibals 20 first days and confronted them to
10 independent clones sampled from the bacteriallptpns of D1, D3, D5, D8, D10, D12,
D14 and D16. When the drop of phages was assoaciatieén inhibition of bacterial growth,
the bacteria was said to be sensitive to the plgagyeeration. Out of the 1600 such
confrontations, we could identify 30 different gaitts of bacterial resistance (including the
ancestor) and 18 patterns of host range for thgelpapulations. After sorting the matrix
ranks and columns, we could identify a matrix ofeation (Figure VA) globally but not
exclusively compatible with a gene for gene modlegugh we do not know how many
mutations are required to transit from one patteranother. Indeed, the lower diagonal of the
matrix is full with infective crosses, which meattat there tend to be a hierarchy in both
resistance and host range: mostly the broad hogerphage can infect some of the most
resistant bacteria. Under such a system, if theer®icost associated with wider host-range or
resistance, one would expect selection of the lastaubst range for the phage and the highest
resistance for the bacteria, in a continued arra.rAhen we followed how global host range
and resistance evolved, (Figure VB and C) we weneelrer surprised to see the most
resistant bacteria and the broadest host rangeephamgerged early in the coevolution and
then to see intermediate resistance and host takgeover. This is however compatible with
the existence of costs for both resistance anddrg# range. Due to variable mutation rate
the most resistant and larger host range may hanexged first, but then due to their cost,
intermediate phenotypes with a lesser cost may tsthepugh. The picture is therefore more
complex than predicted from simple models, but th@ntenance of a large fraction of
sensitive bacteria suggests that the load imposeghlage is much reduced later in the
evolution. Moreover, the strong variability in r&since phenotype present in the population
suggests that the bacterial population is not wguieg some complete selective sweep in
which a new resistance allele invades the wholeuladipn, but rather some equilibrium
among these resistance alleles presumably drivehdiycost. Hence as suggested, we think
that the selective pressure induced by phage poedatay not be as strong throughout the
whole coevolution and may therefore moderate thter@l acceleration of adaptation

suggested.
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Homogeneity of the bacterial population in the conbl treatment populations

Finally it is worth noting that what we used asoatcol of constant environment may not be
the ideal control. In the DIREV treatment, most slagyome resistant bacterial clones are
isolated from the populations just before the ti@n®f the viruses into a fresh culture
medium. This means that even in that setting, tasigenotypes have emerged and replaced
naive sensitive ones. Moreover, since every dayineeulated fresh bacteria, different
resistance mutations might have been selectedipsetting our assumption that the bacterial
population was genetically homogeneous in the ocbmiteatment. We could have chosen a
lower cycle length to avoid such an emergence sist@ance. However, the cycle time need to
be large enough to allow 6 to 10 bacterial genenativhich may require at least 4 to 5 hours
with E. coli C which is not a fast growing. coli. However, as succession of 4 to 5 hours
cycles are not fully compatible with laboratory Wwpstorage of populations between cycles

becomes an issue since it may impact the bacteagepimteraction dynamics.
Concluding remarks

Overall we have observed a rapid evolution in bekperimental conditions that was
concentrated in a very specific part of the genotine:protein F which is known to mediate
the recognition of the host. We could not see tefaste of evolution in the COEV treatment
but it may be due to the fact that the control was$ perfect and to the fact that viral
population sizes were lower in the coevolution tivarthe control populations. Finally we
suggest through our system that resistance anaidedehost range may come at a cost that
may lead in the end to a reduced selective pressyesed by the phage on the bacterial

population which in turn may result in a less dyr@ahevolution.

The present work presents a new experimental sysfephage bacteria coevolution that
appears to be quite rich as most viral populatltacs difference patterns of host range and up
to 30 different resistance phenotypes were isolat@dng bacteria. As both partners are
particularly well characterised and can be geniijicaodified, this system may be powerful

to unravel the molecular bases of a bacteria-phdgeaction.
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Figure | - Bacteria and phages coexistence.

The replicates are horizontally distributed, and tlays are vertically presentet. DIREV
treatmentB: COEV treatment.

Color code:yellow boxes represent populations where bothdma@cand phages are present;
green boxes represent populations where no baeeridetected (OD < 0.01) but phages are
present; blue boxes represent populations wheghages are detected (no lysisincoli C

ancestor), but bacteria are still present.
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Table | - Mutations found in the evolved and coevekd lines

Amino acid number in Amino acid

Isolates Mutation affected protein substitution References quoting the mutations
E6, C6 G503A D38
E2 G505C D39 S-T
E3 T539A D50
C1 G557A D56
C6 C870T J8 S-F (S-F)(125)
C1 T1230C F77 V-A
E4, E6 A1242G F81 Q-R (Q-R)(125)
E3 G1319A F107 A-T
E3, E6 T1354A F118 N-K (N->K)(124)
C6 G1427C F143 D-H
(Q>E)(123); (Q>E)(39) (Q-
C1 C1460G F154 Q-E E)(125)
E6 G1469T F157 A-S
E3, C6 C1547A F183 P-Q
E2 C1554G F185 D-E
C1, C6, E2, E3, E4, E6 A1650G F217
C1 T1784G F262 F-C
C1, C6, E4, E3, E2 G2015C F339 D-H (D->N)(124)
C6, E3, E2, E6 C2085T  F362 A-V (syn) (124); (A->V)(123) ; (Q-
E)(125)
E6 A2122C F374 T-P
C1 C2130T F377
Cc6 C2130G F377 F-L
E3 A2899G G169 -V
E2 A3138G H70 S-G
C1 G3139A H70 S-N
E2 C3154T H75 A-V
TOTAL 41
30
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Figure Il - Viral concentrations in COEV and DIREV populations.

Titration was made oi. coli C ancestor. The means were calculated over tleplEates
(E1-E6) from DIREV treatment, or the 4 replicat€sl ( C4-C6) from the COEV treatment,
along with the standard deviation.
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Figure Il - Lysis curves of the evolved viruses orthe ancestor host.

Color code:The blue line corresponds to the bacterial growithout phages. In green is
represented the ancestral virus lysis. The reds I{@OEV) and the black lines (DIREV)

correspond to the lysis of the ancestor host byd?@ evolved viruses.
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Figure IV - Lysis plaque sizes of the evolved vires on the ancestor host.

Color code:The blue line corresponds to the ancestral viyas Iplaque size. The red ones
(COEV) and the black ones (DIREV) correspond tolyisés by the D20 evolved viruses of
the ancestor host.
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Figure V - Bacterial resistance and host range pagtns.

A: Matrix of interaction: all the different pattern§ phage population host range and bacterial
resistance were retained to build this matrix inolha 1 (green) corresponds to a possible
infection and a 0 (red) to the resistance of thetdyaa.

B: Based on the previous matrix, the host range afyplpopulations was followed through
time; it corresponds to the fraction of bacterextstive phenotypes.

C: Based on the previous matrix, the average registéo phages was followed though time,
it corresponds to the fraction of phage populatithrag are non-infectioug.he line indicates

the mean resistance among the 10 clones isolatédabmay, while the red circles indicate
the resistance of each clones, the diameter ofcitode reflecting the number of clones

sharing the same resistance.
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Bacterial phenotypes

A

B0 B1 B2 B3 B4 BS BE BT BE AS B'10H 118128 136148 156 168 176 166 156 200 2 10 220 00 2 H 20 R T B X

Fhage population

0.5

Phage infectivity m
o 0
=

]
]

Bacterial resistance

3. Commentaires de l'article : résultats et discussion

Au premier jour de I'expérimentation, nous avonseemsncéE. coli C et PhiX174
dans 12 populations (milieu 1/4X LC, agitation éoné et incubation a 33°C). La moitié a
subit le protocole DIREV, et le reste le protocQ®EV. Dans le protocole DIREV, nous
avons séparé chaque jour les bactéries des vieansrifagation et traitement au chloroforme),
pour ne transférer qu’'un échantillon de la popatatiirale dans un milieu « propre », auquel

nous avons ajouté des bactértescoli C ancestrales. Pour le protocole COEV, nous avons
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transféré quotidiennement un échantillon de I'erdende la population dans un milieu
« propre ». Nous avons considéré que seule I'éonlutes bactéries changeait d’'un protocole
a l'autre ; la population bactérienne dans bouilten culture DIREV étant plus ou moins
homogene génétiguement et sensible, et celle dekonsude culture COEV coévoluant de

fagon continue avec les bactériophages.

a. Coévolution dynamique entre E. coli et PhiX174

Tous les jours, nous avons veérifié que les badéeieles bactériophages étaient
présents dans chacune des populations. Nous avbtdsgjue les virus se sont maintenus dans
les 6 populations DIREV (E1 a E6) et dans 4 popaiat COEV (C1, C4, C5 et C6), et ce
jusqu’au vingtieme jour (D20) ; alors que dans 2ytatons sur 6 COEV (C2 et C3) nous
avons observé une extinction des virus entre DI118t La coexistence des bactéfescoli
et des bactériophages PhiX174 est donc possilpewdgtdurer au-dela de D20. Nous avons
rapidement remarqué I'émergence de bactéries agtest dans la population C1l. Cette
résistance et l'infectivité des virus ayant évoauecours des 20 jours de I'expérimentation,
nous en avons conclu qu'une coévolution dynamigU&taldissait entre les deux

protagonistes.

b. Séquencage des virus du jour 20

Nous avons séquencé des virus récupéeres a D20ayiseavions auparavant isolés
(plage de lyse unique) sur I'h6te ancestral. Nausawons choisi 4 ayant subit le protocole
DIREV (E2, E4, E5 et E6), deux de COEV (C1 et G8&)un ancestral (Anc). Nous avons
analysé les mutations accumulées au cours des tieilements. Nous avons trouvé 25
substitutions différentes pour 41 événements deatioas. Quatre-vingt pour cent des
mutations ont été uniquement observées sur des DIREV ou COEV, et 20% a la fois sur
des virus DIREV et COEV. Vingt-huit pour cent destations sont apparus en paralléle sur
différentes lignées, et 24% des mutations avaie®h @&té décrites dans la littérature
(protocoles d’adaptation a un changement d’héte detccumulation de mutations
compensatoires (29, 39, 97, 124)). Quatre-vingttrguaour cent des mutations étaient
localisées dans les génes de capsides. Les vaus @ traitement « contréle » DIREV, ont
accumulé en moyenne 6,25 mutations par génomeudbsg étaient principalement
localisées dans le geRe(77%). Les virus issus du traitement de coévotutiontinue COEV,

ont eux accumulé en moyenne 8 mutations par génehes, aussi principalement situées
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dans le géneF (75%). Le rapport entre le nombre de mutations-sywmonymes sur
synonymes était respectivement de 1,78 et de 1y5 lps virus DIREV et COEV, ce qui

suggere que I'évolution est adaptative en cohéraumee la durée de I'expérimentation.

Nous nous attendions a avoir une différence plysontante entre le taux d’évolution
des virus de DIREV et ceux de COEV. Nous nous sosnteenandé quels facteurs auraient
pu diminuer ou contraindre ce taux d’évolution diegs en coévolution. Nous avons comparé
la taille de la population virale et la productéviles virus ayant coévolués de facon continue

avec les bactéries.

c. Taille de la population virale et productivité

Si la taille de la population virale est moins intpate avec le protocole COEV, alors
cela pourrait expliquer, du moins en partie, quevieus n'aient pas un taux d’évolution si
important par rapport aux virus DIREV. En effetypla taille de la population est importante
et plus la probabilité d’émergence de mutationedi@nnables est importante. De méme, si
la productivité ou si la virulence des bactériommd”OEV est diminuée par rapport a
DIREV, alors la pression de sélection d'originealar s’est sirement amoindrie diminuant
d’autant la dynamique de la coévolution, et celaraguirait par la non augmentation du taux

d’évolution de ces virus.

Nous avons en effet constaté que la concentratienvdas dans les populations
COEV était significativement Iégérement moins imaote que dans les populations DIREV.
De méme nous avons observé que la virulence des BIIREV et COEV était diminuée par
rapport au virus ancestral sur I'hdte ancestralirkd& productivité des virus COEV est
significativement plus faible que celle des viruRkRBV, elle-méme diminuée par rapport a la

productivité du virus ancestral sur I'hGte ancdstra

d. Un compromis entre infectivité et productivité

Cette baisse de la productivité et de la virulesurel’hdte ancestral, ainsi que la plus
faible concentration virale dans les populationissgivent le protocole COEV, sont autant de
facteurs qui diminuent la pression de sélectiomrigiioe virale agissant sur les bactéries en
coévolution. 1l semblerait qu'un compromis entre eitfvité et virulence/productivité
contraigne I'évolution des bactériophages. En eféepopulation virale a D20 peut infecter

certaines bactéries sensibles du bouillon de @&yltalors que ces mémes clones bactériens
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sont résistants au phage ancestral. L'augmentatiorspectre d’hdte se serait faite au
détriment de la virulence et de la productivité ($uwdte ancestral).

e. Stabilité du systeme biologique en coévolution

Dans les études expérimentales publiées, on pistiuvent I'équilibre entre les
bactéries résistantes et les bactéries sensiblelg palt phénotypique qui serait associée a la
résistance. Ici, nous n'avons pas mesuré de difééreystématique du taux de croissance des
clones bactériens sensibles par rapport aux ragstan comparant la D.O a 24h).

Nous avons inoculé des clones bactériens (sengblesistants), isolés a D1, D10 et
D20, a partir des populations C1, C2 et C3. Nousnavobservé que les bactéries en
coévolution continue avec les bactériophages semissin fardeau, qui disparait avec
I'extinction des phages dans la population. Legéyaes de la population C1 poussent en effet
toutes moins bien que les bactéries isolées a phasi populations C2 et C3 a D20, c’'est-a-
dire quand les phages avaient disparus de leurdgogu Ainsi, ce ne serait pas tant le fait de
résister qui serait associé a un colt phénotypiozs le simple fait d’étre en coévolution

continue avec les bactériophages.

Si I'absence de colt phénotypique associée a latagse est vérifiée, alors ici ce
pourrait étre la diminution de la pression de d@&acd’origine virale qui expliquerait la

stabilité du systéme en coévolution.

f. Analyse critique du protocole

Il faut noter toutefois que le protocole « contrlehoisi n'est pas le plus pertinent.
En effet, bien que la population bactérienne smibuvelée chaque jour, il se peut (et il est
méme fortement probable) que des mutants de néséstait émergés, et que les virus ne
soient donc pas confrontés a une population garegtignt homogene. Il aurait fallut opter
pour des cycles de coévolution plus courts pouteéwela. En choisissant des cycles de
coévolution de 4h, nous aurions aussi améliorédeopole de coévolution continue. En effet,
les populations bactériennes récupérées au bd2tthgec’est-a-dire au moment des transferts,
sont en phase stationnaire. Il a été montré (&6)pgue les virus infectent préférentiellement
les bactéries en phase exponentielle. Ainsi, peagt que la coévolution ne se fasse que dans
les premieres heures suivant les transferts qeosdiet non pas de fagon continue comme

nous l'aurions souhaité.
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4. Discussion et observations complémentaires

a. Les virus de la population E4

Nous avons remargqué que les virus de la populdibr{du protocole « contrdle »,
COEV) sont ceux qui ont accumulé le moins de monati(seulement 3, toutes dans le gene
F). Il est intéressant de voir que ces virus ont vinglence tres proche de celle du virus
ancestral, mais une productivité sur ce méme hdtesdral réduite (plages de lyse 4 fois
moins étendues). Cela suggeéere que les 3 mutatamsralées modifient plus drastiquement
la productivité (en phase solide) que la viruletese phase liquide). Nous pourrions envisager
d’introduire par mutagenese dirigée ces trois ntatpour mesurer précisément leur impact

sur la valeur sélective de PhiX174.

b. Extinction des virus dans les populations C2 et C3

Est-ce que le fait qu’on ait observé une baisstagwoductivité sur I'héte ancestral,
ainsi que le fait d'avoir choisi des «forts » gual d’étranglement lors des transferts
quotidiens, pourraient expliquer que les virus@erd éteint dans les populations C2 et C3 ?
La proportion des populations virales qui s’éteigneourrait-elle étre une mesure des
contraintes génétiques agissant sur I'évolutiofPdiX174 ? Sans doute devons-nous ajouter
une part de stochasticité, il n'empéche qu'il paifirétre intéressant de lancer un plus grand
nombre de populations bactéries - bactériophage®é&volution pour voir si I'extinction de
certaines populations virales s’accélere avecriggece qui indiquerait que le systéme est de

plus en plus contraint.

Dans les deux populations, C2 et C3, ou les vinidsparus entre le D11 et le D12,
on aurait pu s'attendre a ce que des bactériesbssngé-émergent dans la population.
Cependant 100% des bactéries isolées a D20 éwxiente résistantes au phage ancestral.
L’hypothése d’'un codt associé a la résistance taisi été appuyée. Notons toutefois que la
non-réémergence des bactéries sensibles avaiéteg@bservée apres la coévolution eftre
coli B et le phage T4 (76). Des mutations compensatomeaient émergées pour

contrebalancer les effets délétéres associétaiktance.
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c. Critique du protocole de mesure de titration sinfe ancestral.

Pour pouvoir titrer les populations virales a clegénération, nous avons confronté
les bouillons de culture a I'hdte ancestral. Nowsna observé de la lyse a toutes les
générations dans les populations E1 a E6, C1, &t C8, et nous avons fait I'hypothése que
dans les populations C2 et C3 nous n’avions pludrds. Or, nous aurions pu considérer que

les virus puissent perdre en infectivité sur I'héteestral.

De plus, la titration des virus a été faite en phaslide (sur des tapis d'agare
contenant I'héte), alors que la coévolution s’estef en milieu liquide. Il se pourrait que
I'infectivité des virus en phase liquide ait évoldiéféremment de I'infectivité des virus en

phase solide.

Enfin, nous avons établi que la virulence et praigité des bactériophages ayant subit
le protocole COEV avait diminué par rapport au siamcestral, et plus drastiquement que les
virus DIREV, en confrontant ces virus a I'hdte astcal. Nous n'avons pas mesuré la
virulence/productivité « absolue » de ces virugefaux clones bactériens contemporains

puisqu’ils avaient eux-mémes eu une histoire éia@udifférente d’un traitement a l'autre.

5. Conclusion

Par cette étude, nous avons montré que l'équilijuies’établit entre les bactéries
résistantes, les bactéries sensibles et les bamit@ges peut ne pas uniquement dépendre des
colts phénotypiques associés a la résistance,praatsaussi étre expliqué par la diminution
de la pression de sélection d’origine virale sysdaulation bactérienne due a l'atténuation de
la virulence des virus. Un compromis entre virukeet infectivité pourrait étre expliqué par
les fortes relations d’épistasie existant entregkases d’interaction bactérie-bactériophage, ce

dont nous allons discuter dans la prochaine pduimanuscrit.
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DISCUSSION

Contraintes génétiques limitant la coévolution antgoniste entreE. coli et
PhiX174

Nous l'avons vu dans I'étude bibliographique, lestBries et les bactériophages sont
ubiquitaires et I'évolution de leur population &stoitement liée. Leur coexistence reposant

en partie sur la coévolution antagoniste qui slétehtre eux.

L’adaptation des bactéries aux bactériophagesmyersement) dépend d’une part de
la possibilité qu’ils ont d’évoluer et d’autre pahe la pression de sélection induite par les
phages infectieux sur les bactéries sensibles, etlteinduite par les bactéries résistantes sur
les phages. Plus la probabilité de rencontre degrdactéries sensibles et les bactériophages
infectieux, est importante et plus la pression élecdsion favorise 'émergence de mutants
bactériens évitant ou résistant a l'infectidncontrarig plus la probabilité de rencontre entre
les phages et les bactéries résistantes est impoma plus la pression de sélection favorise
I'’émergence de mutants viraux contournant la résc&. La pérennité et le dynamisme de la
coévolution antagoniste dépend donc de I'émergelesemutations (de résistance chez les
bactéries et de plus grande infectivité chez lestébmphages) et de la propagation des
nouveaux geénotypes dans la population. Ces deuiables sont influencées par des

parameétres écologiques, dynamiques et aussi géesgtiqu

Nous nous sommes mis, a chaque fois, dans destiomsdexpérimentales telles que
la migration d’une population a I'autre soit nudiel'agitation constante dans les bouillons de
culture. Nous avons vu que ces parametres boubels cours de la coévolution, et nous
avons voulu nous en affranchir. De méme, nousautiisé le méme milieu (1/4X LC) dans
les différentes expérimentations. Nous n’étudierdosc pas l'influence de ces facteurs
écologiques (migration, structuration de l'espagterichesse du milieu). Nous discuterons
dans un premier temps de I'impact des relationseelets génes participant a l'interaction
bactérie - bactériophage sur 'émergence des rmuatatu cours de la coévolution antagoniste
entreE. coli et PhiX174. Puis nous verrons brievement commentvariables dynamiques
(taux de mutation et taille de la population) midif elles aussi I'émergence et la

propagation de ces mutations.
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Nous allons utiliser le formalisme d’'un réseau en@respondant au « réseau des
mutations possibles ». Nous ne représenterons ieioglui des bactéries : les génotypes
sensibles sont symbolisés des ronds, les résigiantsant étre contournés par les phages par
des carrés, et les résistants absolus par dess2tbgs mutations sont représentées par des
traits reliant les génotypes ; ces traits sont daplus épais que la probabilité d’émergence
des génotypes est importante. Les génotypes assidci@e méme valeur sélective, mesurée
en absence de phages, sont coloriés d’'une mémeucplibincétre est au centre. La structure
de ce réseau donnant une idée de la diversitéokugbs des populations, et des difféerents
chemins évolutifs possibles ; napparait pas suréseau la distribution en fréquence des

différents génotypes.

(O Sensibilité
[ ] Résistance contournable

* Résistance absolue

Taux de mutation

311 T

O ' . Valeur sélective bactérienne

Figure 15 : Le « réseau des mutations possibles adiérien.

Les bactéries de phénotype sensibles sont repéésergar des ronds, les résistantes
contournables par les bactériophages par des catiés résistantes absolues par des étoiles.
Le clone bactérien fondateur est représenté auecent

L’épaisseur du trait correspond au taux de mutggamergence du génotype).

Code couleur : : valeur sélective faibléhleu moyen: valeur sélective moyenne,
bleu foncé: haute valeur sélective.

1. Epistasie et structure des « réseaux des mutatiopsssibles »

La pléiotropie des geénes, c'est-a-dire le faitlgulterviennent sur différents traits
phénotypiques, fait que la mutation d’un gene p&oir un impact sur différents caracteres et
peut altérer I'expression d’'un autre gene ; c’ashdtion d’épistasie. La valeur sélective de

I'organisme est modifiée, ainsi que son potentia@ldtif. Considérons par exemple, le fait
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gu’E. coli B résiste aux phages T en modifiant plus ou moiasopdément les structures

membranaires qui leur servent de récepteur. Leamsirésistants sont alors plus ou moins
déstabilisés par la modification ou perte de famialité de ces structures, qui peuvent servir
au meétabolisme, a la pathogénicité, voir méme guladément. La valeur sélective des
mutants est plus ou moins diminuée par rapportanc8tre, et il se peut que certaines
mutations ne puissent plus émerger sans que cdésalitpour la bactérie. En conclusion,

I'’émergence d’'une mutation conditionne celle desatnons futures sur un méme génotype

(ainsi que leur propagation au sein d’'une poputatimmme nous le verrons par la suite).

Sur les « réseaux des mutations possibles » bamségue nous avons représenté ci-
apres (Figure 16), différentes valeurs sélectived associées aux mutations conférant (ou

non) aux bactéries une plus grande résistancelzageg.

Figure 16 : Valeurs sélectives associées aux gérpssy.
La légende de cette figure est celle déja décrite [@oFigure 15.

Dans le «réseau «des mutations possibles » bactéri(Figure 16), toutes les
mutations qui émergent conferent aux nouveaux gpestune méme valeur sélective. Toutes
choses égales par ailleurs, la fréequence de clg@naype dans la population est déterminée
par la probabilité d’émergence des génotypes elefgré de résistance aux bactériophages
associé. Dans le rése8u(Figure 16), les mutations sont associées a desunsgkélectives
différentes. La fréquence de chaque génotype et aassi fonction de cette valeur sélective.
Ainsi sur le grapheA, vu la forte probabilité d’émergence du génotype e I'avantage

adaptatif qu'il confére & la bactérie (résistanosodue) par rapport au génotype i2 devrait
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envahir la population et le chemin évolutif préférel devrait étre celui qui en dériva.
contrario, sur le graphé8 (Figure 16), le génotype’2st associé & une trés faible val

sélective, alors que le génotypd 2ertes moins bien adapté a la présence des p

eur

hages

(résistance contournable), a une valeur sélectlus plevée. Dans un premier temps, le

génotype 2 peut dominer dans la population, de part sa fordabilité d’émergence, mais

dans un second temps, le génotype&lt concurrencer le génotype 2oir méme envahir la

population.

Observation relative au systéme E. coli /PhiX174

Nous avons observé, lors de la coévolution contentesE. coli C et PhiX174, qu'au

premier jour de coévolution nous isolions exclusieat (100% dans la population C1, cf.
98) des clones bactériens résistant au phage eal¢ceshsi qu’a toutes les générations
phages coévolués. C’est donc que la probabiliténef§ence de la résistance absolue
forte, et que ce trait phénotypique a été sélegépmpuisque ces mutants ont envahi
populations. Toutefois, au deuxiéme jour de la chéiwm, nous n’avons plus isolé ¢

mutants mais plutét des bactéries ne résistant cermines générations de virus coévol

p-
les
est
les
BS

ués

(générations 1 a 3 et 13 a 20). Il semblerait aprecla valeur sélective associée a la résistante

« absolue » ne permette pas aux bactéries du jaler e maintenir dans la population
génotype 2versus 2, Figure 16A etB).

cf.

Sur la figure 15, seules les mutations qui ont ymebabilité d’émerger, sont

représentées sur ce « réseau des mutations pessilles mutations létales n’apparaissent

pas. Si nous les rendions apparentes, alors latwteudu réseau des mutations pourrait

ressembler aux graph€souD (Figure 17).
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Figure 17 : Mutations létales et structure du « résau des mutations possibles ».
La Iégende de cette figure est celle déja décrite l@oFigure 15.
En rouge sont indiquées les mutations qui ne pepasémerger (Iétales).

Observation relative au systéme E. coli /PhiX174

D’aprés les données de la littérature, nous sagomrsle double mutamtrecC-Arep
est létal. Or linactivation du geneep confere une résistance absolu&.acoli C face &
PhiX174. Si le génotyparep était représenté par le génotyfes@r le graph€ (Figure 17),
et si sur le graph® (Figure 17)le clone bactérien ancestral estoli C-ArecC, alors noug
pouvons concevoir que la mutatidmep ne puisse plus émerger. Peut-étre que de la n
maniere, la délétion du genaC prévient I'inactivation deep, et/ou toute autre mutation (
résistance? Ce qui expliquerait que la coévoluaomtagoniste entr&. coli C-ArfaC et

PhiX174 ait tourné court.

néme

le

Observation relative au systeme E. coli /PhiX174

Nous I'avons vu dans lintroduction, la petite kailles génomes des bactériophage
le fait que les génes codent (presque) tous paufahetions essentielles a leur multiplicati
ajoute une contrainte génétique supplémentairdesnombre de mutations possibles. N¢

avons observé que 2» des mutations accumulées sur les génomes des coawluég

DUS

bre

avaient déja été décrites dans la littérature,ut@ppuie cette hypothese. En effet, le nom
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de mutations possibles pour les virus parait &seeint, reste a vérifier si celui des bactéfies
est significativement plus important et s’il existee corrélation entre la taille du génome et

son évolutivité !

Observation relative au systéme E. coli /PhiX174

Nous avons établi, en étudiant le taux d’évolutites virus en coévolution continlie
avec les bactéries, qu'il existait un compromigentrulence/productivité et infectivité chez
PhiX174. C’est donc que les relations épistatiqfmses entre les genes d’interactipn

bactérie-bactériophage I'empéchent d’optimiserdmsx paramétres en méme temps.

L’épistasie entre les génes participant a I'inteosic bactérie — bactériophage serait
fortement contraignante. Cela est sans doute dimidugue ces genes participent a des
fonctions importantes pour la bactérie (métabolisréplication) et le phage (stabilité de la
capside, reconnaissance du récepteur). Le faithguftes faible valeur sélective puisse étre
associée aux mutations de résistance/infectivitd geoir des conséquences drastiques sur le
cours de la coévolution. En conséquence, il exgtem compromis entre le coefficient
d’adaptation (intensité de la résistance/infedivét la valeur sélective des individus (nombre
de descendant), puisque ces deux variables neesomtffet pas forcément positivement
corrélées. Cela favoriserait la co-existence d&mdihts génotypes bactériens et viraux. La
notion de codt associé a la résistance ou a liiviee semble globalement s’appliquer aux
systémes bactérie-bactériophage expérimentauxy pasiculier a notre systénte coli C /
PhiX174. Cependant, comme nous l'avons vu danad&bibliographique, elle n’est pas la
regle et de nombreux contre exemples existentHegoli B/phage T5 oWP. syringae/Phi6),

du moins dans les conditions de laboratoire.

Pour faire apparaitre ces fortes relations d'égistanous pourrions isoler et comparer
les phénotypes de résistance/infectivité émergeans les différents génotypearfaC,
ArecC, AslyD...). Il faudrait pour cela, couler un tapis avec timte densité de bactéries et
virus, mettre a incuber et isoler le lendemain anme les colonies bactériennes ayant poussé
alors que l'ancétre était sensible, ou les plage$yse ayant percé alors que lI'ancétre était
résistant. Cela peut aussi nous permettre de décalévnouvelles mutations avantageuses.

Le méme protocole peut-étre appliqué sur des deubietants (ou triple...), et nous
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pourrions alors savoir si les mémes mutations @msent toujours dans les mémes contextes

génétiques et toujours dans le méme ordre.

2. Modeéles évolutifs et structure du « réseau des mutans possibles »

La force des relations épistatiques entre les gpadgipant a I'interaction bactérie-

bactériophage contraint la coévolution a suivrenaaéle évolutif plutbt qu’un autre.

Dans le cas ou le systéme biologique évolueraitnseh modéle « géne pour gene »
(Figure 18, graph&) alors a une mutation de résistance/infectiviténde peut correspondre
une infinité (ou du moins un certain nombre) det@mutations d’infectivité/résistance. Le
maillage du «réseau des mutations possibles »aless relativement serré ; plusieurs
mutations pouvant émerger a partir de chaque ggapgt les mutations pouvant s’accumuler
les unes aux autres. La diversité des phénotypepeament émerger assure une certaine

réactivité a la population.

Si, au contraire, le systéme biologique évolue rselm modéle « aux alléles
correspondants » (Figure 18, grapf)ealors a une mutation de résistance/infectiviaarie
ne correspond qu’'une (ou de tres rares) contretmonfa) d’infectivité/résistance, selon un
modele clé/serrure et les mutations ne peuvento@imaulées. Dans ce cas, le «réseau des
mutations possibles » est clairsemé ; quelque mogpouvant émerger a partir de chaque
génotype, mais sans qu'’il y ait de changement skeai€gie » possible (résistance/infectivité
par I'adsorption OU par la réplication OU par lasdy..). Quand un génotype envahit la
population, c’est que la population bactérienne gbagique) se spécialise : cela détermine
LE chemin évolutif que vont prendre les bactérato( les phages).

Le systeme hote/parasite peut évoluer selon un imedgene pour géne », puis au fil
de la coévolution, le nombre de mutations possipég diminuer jusqu’a correspondre a un

modéle évolutif « aux alléles correspondants ».
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Figure 18 : Modéle évolutif et structure du « réseades mutations possibles ».
La Iégende de cette figure est celle déja décrite l@oFigure 15.

E : modéle « géne pour géne »

F : modéle « aux alléles correspondants ».

D’aprés les données de la littérature, plusieurtatimns dE. coli C lui donnent une
résistance contournable ou absolue a PhiX174, equhbht linfection au moment de
I'adsorption ArfaW), de la réplicationArep) ou de la lyseAslyD). Cela sous-entend qu’au
début de la coévolution ces différentes mutations/@et émerger et conférer une résistante a

large spectre a la population bactérienne, comioa s& modele « géne pour gene ».

En étudiant le mécanisme de lyse induite par leedeme PhiX174, on a trouvé que
les mutant\slyD pouvaient lui résister, que les mutants PhiX174sHpouvaient contourner
cette résistance, et que des bactéries mutéeseauriu géne essentiataY pouvaient a leur
tour résister a ces virus-ci. Il est possible guwentraignant ainsi fortement la coévolution
entreE. coli et PhiX174 on puisse restreindre les mutationsgemees et amener PhiX174 et
E. coli a se spécialiser. De méme, quand le gépeest essentiel (contexttrecC) les
mutations ponctuelles de résistance dans ce gameemieamener phages et bactéries a se
spécialiser. L'interaction pourrait alors évoluerlosmm un modele «aux alleles

correspondants ».
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3. Propagation des génotypes mutés dans les populatsn

Dans une population homogeéene génétiquement, si ghedations émergent en méme
temps chez deux individus différents, et avec unewaélective équivalente, alors ces deux
mutations vont entrer en compétition ; c’est ce gjappelle l'interférence clonale. Les deux
génotypes vont augmenter en fréquence dans la atapul et co-exister jusqu’a ce gu’un
événement extérieur les départage (émergence dagmnde mutation avantageuse, le hasard
de la distribution en génotypes au moment du gali&itanglement ...). Ce phénomeéne peut
géner la propagation de certaines mutations avensag et ainsi ralentir I'évolution des
individus. Reprenons le grapEe(Figure 18), si 2et Z émergent en méme temps, alors ces
deux génotypes peuvent augmenter en fréquencendéntee facon dans la population jusqu’a
ce que quelque chose les départage. Comme I'émergenta mutation Bconfére & la fois
une forte valeur sélective et une résistance absmlugénotype’2alors elle peut permettre
au génotype 2d’envahir la population et faire disparaitre le ggpe 2. Pour savoir si les
conditions expérimentales de coévolution que nowsns choisies introduisent de
I'interférence clonale, nous pourrions séquencas @'un génotype par population, et ce a
plusieurs moments de la coévolution ; nous mesngrainsi I’'homogénéité génétique de la

population virale au cours de la coévolution eta@compétition entre les génotypes.
4. Confrontation des « réseaux des mutations possibles

En confrontant, a présent, les « réseaux des ransagiossibles » bactériens et viraux
nous pourrions avoir une idée de la dynamique deokvolution qui s’établit entre les
protagonistes. Si I'évolution de I'un des deux pguinistes est moins contrainte que celle de
I'autre, alors la coévolution peut tourner a soméage, et I'autre population peut s’éteindre.

Observation relative au systeme E. coli /PhiX174

D
(2]

Dans la premiére étude de ma these, nous avongetque le noyau du LPS d
souches sensibles pouvait étre entier (cormmli C), modifié (commée. coli K-12-ArfaB)
ou réduit a son strict minimum (comnie coli K-12-ArfaC/D/E, AlpcA ou AgmhB. Cette
reconnaissance des soucheg.dtoli sensibles par PhiX174 serait donc relativement
« souple » ; et dans cette optique, I'adsorptioaisénalement « peu » contrainte. Il n’en est
pas de méme pour le potentiel coévolutif des bmstérEn effet, dans les systémes
expérimentaux décrits jusqu’a présent, les bacé@ésistent aux bactériophages en modifjant
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ou perdant leur récepteur. Ici, si 'on considaue g phage reconnait un récepteur déja réduit
au strict minimum, alors la bactérie ne peut réside la sorte. En effet, résister en modifiant

le LPS QArfaW) n’a plus aucun sens, puisque le LPS est déjetoant rogné.

On peut considérer que la relative « flexibilitéde>la reconnaissance par PhiX174 |est

une contrainte qui altere le réseau des mutatiossilples c&. coliC.

Dans le systémeE. coli C/PhiX174 les deux protagonistes peuvent fortement
contraindre I'évolution de l'autre. Ainsi la sougde de la reconnaissance par PhiX174 de
I'hbte conduit la bactérie a développer d’autrgatégies de résistance (ce qui n'a pas été
décrit avec les autres systemes expérimentaux),lest phénotypes de résistance

variés pourraient contraindre PhiX174 a perdreredywtivité
5. Réseaux des mutations possibles d’E. coli B et coéwion avec les phages T

Nous pouvons ajuster le formalisme du «réseau rmdetations possibles » aux
résultats qui ont été obtenus dans la littérataraisant coévoludt. coliB et les phages T. Il

s’agit bien sar ici, d'une illustratioa posteriori(Figure 19).

Face au phage TZ. coli B résiste dans un premier temps de facon partielle
(phénotype représenté ici par un triangle), puis metants résistant totalement aux phages
ont émergé (résistance contournable), et enfinndgsnts de résistance absolue émergent

dans la population.

Face au phage T4, des mutants.doli B résistants émergent, et cette résistance n’est
pas contournable par le phage. Le colt phénotypgueariable, et en absence de phages il

s’estompe au fur et a mesure que des mutationsergaioires s’accumulent.

Face au phage T5, des mutants.doli B résistants émergent, cette résistance n’est

pas non plus contournable par le phage, et n'escae a aucun colt phénotypique.

Enfin, face au phage T7, des mutant&.dtoli B résistants émergent, mais cette
résistance est contournable. Dans un deuxieme tel@psmutants avec un phénotype de

résistance absolue émergent.
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Figure 19 : « Réseau des mutations possibles » pdarcoévolution entreE. coli B et les
phages T.

La Iégende de cette figure est celle déja décrite l@oFigure 15.

Le génotype représenté par un triangle corresparzdane résistance partielle.

Face aux phages T2, T4, et T7, un équilibre s’étebltre les phages, les bactéries
sensibles et les bactéries résistantes, que lstaBse soit contournable ou non. On peut
expliquer cela par le colt associé aux mutationgésdéstance qui fait que les mutants
sensibles sont plus compétitifs que les mutantistedgs et donc se maintiennent dans la
population. La compensation du codt de la résistaria été observée qu’en absence des

phages et au bout d’'une durée relativement long@ ¢énérations bactériennes).

6. Parametres de dynamique des populations

Nous venons de décrire les « réseaux des mutgimssbles », ces réseaux dessinent

les « paysages adaptatifs » des populations bawwtés et virales. Ces paysages sont
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« mouvants », ils se déforment quand ces popukatsomt en présence, et qu’elles doivent
réagir a I'évolution de l'autre. Discutons rapiderndes parametres qui déterminent la vitesse

de propagation des mutations a travers ces paysages

Le nombre de mutations émergeant dans un temps dmstrevant tout fonction du
taux de mutation des individus. Ainsi un individutateur aura un nombre de mutations bien
plus élevé qu'un individu avec un taux de mutatociassique ». A noter qu’ici le taux de
mutation bactérien est imposé aux phages, en ieffetrespond aux erreurs provoguéees au
moment de la duplication, PhiX174 dépendant entiérdg de la machinerie cellulaire hote, il
ne peut les éviter. Nous l'avons vu, pendant laveldion du systéme expérimentBl
fluorescens Phi2, le fait d’avoir un taux de mutation augn@epbuvait étre sélectionné. Ici,
nous n’avons pas mesuré le taux de mutation de®rix coévoluées. Toutefois, Olivier
Tenaillon avait observé que la coexistence ehBtreoli C-AmutT et PhiX174 pouvait durer
plus de 120 cycles (1200 générations bactérieni@k) communication personnelle). Nous
pouvons donc supposer que le fait d’avoir un taexnditation augmenté pourrait expliquer la

pérennité de la coexistence bactérie — bactériaphag

D’autre part, pour un méme taux de mutation, orenkesa d’autant plus de mutations
qgue la population est nombreuse. Nous avons séwbllution de la taille des populations
bactériennes, au fil des différentes expérimentati@n mesurant la densité optique des
bouillons de cultures avant chaque dilution d'ucleyde coévolution a I'autre. Nous avons
ainsi pu montrer qu’aveE. coli C, la taille de la population bactérienne atteeatiebout de
chaque cycle était relativement importante et @nist alors qu’avec le génotype coli C-
ArecC les populations bactériennes étaient bien moinseate (cf. p77). Cette différence de
taille de population pourrait-elle expliquer, du m®ien partie, le fait que la coévolution
puisse durer avec le systemecoli C / PhiX174, et plus difficilement avec le systeeolr
ArecCPhiX174 ?

Enfin, le nombre de mutations possibles et obseegadst aussi fonction du temps de
génération, et de la durée des cycles de dilutiggosés. Ainsi, plus un individu se multiplie
rapidement et plus on pourra observer les mutatomsrgentes, et ce d’autant plus quand la
durée des cycles de coévolution est supérieurecienps de génération. Ici, le temps de
génération des bactériés coli et des bactériophages PhiX174 est a peu prés é&mntivee
I'ordre de 20 minutes, et la durée des cycles éeaation (entre deux dilutions) est toujours
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la méme, a savoir 24h. Nous l'avons vu, l'infectigar les virus se fait préférentiellement
pendant la phase exponentielle de la croissancerme, et donc seulement pendant les

premieres heures apres le co-ensemencement désidmet des bactériophages.

Nous n'avons pas mesuré le taux de recombinaisaa kst bactéries en coévolution.
De méme, nous avons considéré que nous étionsddsnsonditions expéerimentales telles

que la recombinaison virale pouvait étre néglige®I(inférieur ou égal a 1).
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ll. Pertinence du choix du systéme expérimental E. cok PhiX174 et

perspectives multiples

L'étude de la coévolution antagoniste bactéries otdsmphages, avec le systéeme
expérimentalE. coli / PhiX174 nous a permis d’approfondir le concept«depntraintes
géneétiques ». D’autres notions d’écologie ou d’@tioh peuvent encore étre fouillées avec ce
systeme-cicomme par exemple I'avantage que pourrait représepour les bactéries et/ou
pour les phages, le fait de faire durer indéfinimencoévolution ou encore l'impact des
phages lysogénes sur la dynamique de coévolutima ene bactérie et un phage lytique.

De tels systémes microbiologiques offrent, en effetnombreux avantages pour qui
veut tester des prédictions théoriques en écologieévolution, et extrapoler ensuite a
I'échelle d’organismes macroscopiques dits « plusigexes ». Nous I'avons vu, la petite
taille des microorganismes, leurs temps de géwé@ratourts, ainsi que la grande taille de
leurs populations facilitent les expérimentationslaafois sur une échelle spatiale et
temporelle. De plus, les microorganismes sontdaaéint manipulables génétiguement. Enfin
ils peuvent étre stockés au froid en état d’aéisiispendue pour étre étudiést hog ce qui
permet de confronter différentes générations, geotkiire plusieurs fois de suite les mémes
expériences, et de tester la répétitivité de I'etroh. Les organismes les plus utilisés, sont
souvent non-pathogenes, et trés bien caractéris@égtiguement et physiologiquement
(comme iciE. coli K-12 et PhiX174)Entre autre, I'étude des phages a permis de découvr
des meécanismes universels, comme la réplicatiomme¢ambinaison, la transcription, la
traduction, la régulation des genes etc... Les prengénomes séquenceés ont été ceux des
phages (celui de PhiX174). Les enzymes de restnictint été découvertes en étudiant
I'infection des bactéries par les phages, et ellepermis le développement qu’on connait du
clonage. Enfin certains phages sont aujourd’hlisés comme vecteurs de clonage.

Au-dela de ces découvertes fondamentales, I'étudéntieraction entre les bactéries
et les phages a aussi des applications trés ceacr&n industrie, en écologie et en santé
publigue. Nous allons voir pourquoi il est nécassale comprendre les mécanismes de
résistance des bactéries aux phages, et ce quépeufait avec le systeme expérimerial
coli — PhiX174.
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1. Applications industrielles

De part leur spécificité d’hote, certains phagesnettent d’identifier, de détecter, et
méme de détruire certains germes bactériens irdbdss en agro-industries. Bien que ces
techniques ne soient encore qu’expérimentaless gilsurraient dans un avenir proche

s’'imposer (98).
a. Ultiliser l'infectivité des phages pour identifieétluire des bactéries

On peut classer les bactéries en fonction du tgppathologie engendré (pathotype),
de leur sensibilité aux antibiotiques (antibiotyp@) encore de leurs caractéristiques
antigéniques (sérotype). De la méme maniére, téapéoposé d'utiliser leur résistance ou
sensibilité a certains phages lytiques (lysotypie)r les différencier. Au sein d’'une méme
espece bactérienne la lysotypie peut-étre vari&taecritére peut donc étre tres discriminant.
L'utilisation des techniques de biologie moléc@adr fait diminuer l'intérét de la lysotypie,

toutefois cette technique a I'avantage d’étre s colteuse (122).

Une fois que l'on a identifié une souche pathogémre,peut vouloir la tracer en
utilisant un phage qui la lyse et qui lui est sfigge. Soit on quantifie 'amplification du
phage dans le liquide a analyser. Soit on insérgeme rapporteur dans le génome du phage,
et on mesure son expression qui sera fonction gedsence de la bactérie. Ces méthodes
doivent toutefois étre ameéliorées pour qu’elleesbappliquées en routine dans l'industrie
agroalimentaire. Elles ont certains avantages (cerfaire la distinction entre les cellules
vivantes et mortes a faible colt), mais elles pptragissi donner des résultats faussement

négatifs, si les cellules résistent aux phagesésil(31).

Les phages peuvent étre utilisés pour leur poultique a différentes étapes en
industrie alimentaire : pour prévenir ou limiter dalonisation des animaux vivants, pour
décontaminer les carcasses de viandes, pour tiestsurfaces, ou pour traiter directement les
aliments préts a la consommation. Si leur utilat’est pas systématique aujourd’hui c’est

notamment a cause de I'émergence de la résistarxcghages chez les bactéries cibles.

Nous avons établi que PhiX174 ne lyse que des ssudf. coli «O-rough ».
Comme les phages Brl10, C21, FP1, FO, 6SR, il peat dervir a différencier des souches
« O-rough » entre elles. Vu la souplesse appammtia reconnaissance de son récepteur, il

pourrait étre envisagé d’adapter PhiX174 a towtssstructures de LPS « rough » possibles,

119



afin d’obtenir une banque de virus qui permettségarer rapidement, et a moindre codt, les
bactériesE. coli « O-rough » des autres. Par ailleurs, le faittguées les souches sensibles a
PhiX174 soient toutes d’'origine humaine suggere lguselection des souches « O-rough »
dans les tubes digestifs humains puisse y étreulsgng. Il semblerait qu’aucune étude

épidémiologique claire n’ait regardé la prévaledeesouches « O-rough » dans différents
contextes écologiques. L'utilisation de PhiX174dets autres phages attaquant les « O-

rough » permettrait dans un premier temps de mekupgévalence de ces souches.

Jusqu’a présent les souche€.dcoli « O-rough » n'‘ont pas été associées a une
pathogénicité particuliere, il n'est peut-étre gestinent de vouloir les détruire de fagon
spécifique. Toutefois, si jamais I'étude de leurevalence indiquait une quelconque
association avec certains pathogenes, nous posiressayer d’utiliser ces virus spécifiques

des « O-rough » pour s’en débarrasser.
b. Maitriser la résistance des bactéries aux phages

Aujourd’hui, alors que 'on améliore les protocolés détection et destruction des
bactéries pathogenes en misant sur les phages;cceaxt surtout connus pour étre une
menace dans lindustrie alimentaire. En effet, ifgectent de nombreuses bactéries
couramment utilisées en fermentation industridliec{obacillus OenococcusStreptococcus
thermophilus...)La contamination par un phage des fermenteurs queduire a de lourdes

pertes.

C’est pourquoi, des méthodes simples permettentétiecter les especes virales dans
ces fermenteurs (PCR, et anticorps) pour y réporapielement. Les industriels limitent au
maximum les contaminations virales en changeantligggment les souches bactériennes, ou
encore en utilisant des souches résistantes. lLehias de fermentation ont souvent plusieurs
plasmides porteurs de génes de résistances awribpbfiges. Plus de quarante plasmides
ont été décrits, certains sont conjugatifs et doamesférables a des souches sensibles pour les
rendre résistantes (31). Cependant les souchstargsis bien souvent perdent en efficacité de
fermentation, et les virus évoluent et contournees résistances. L'importance de ce
probleme en industrie alimentaire, notamment lati@ permis d’accumuler de nombreuses
données sur l'interaction des phages avec leueslttiti sont d'un grand intérét en écologie.
C’est en étudiant la résistance des souch&tréptococcus thermophilgsie Horvath et coll.

ont découvert le mécanisme de résistance bactériénada structure CRISPR (13).
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PhiX174 étant un phage a ADN simple brin, il semditeque le mécanisme de
résistance par ajout de séquence virale dans lztwte CRISPR ne soit pas adéquat.
Toutefois, il pourrait étre intéressant de suivégdlution de cette structure si I'on envisage

d’étudier la coévolution antagoniste qui s’étalifieantreE. coli, un prophage et PhixX174.
2. Applications écologiques

Nous I'avons vu dans I'étude bibliographique, quapact des populations phagiques
sur les populations bactériennes est fondamentabdprendre la structure et la dynamique
des populations bactériennes (et phagiques) estoptial, puisque les microorganismes
participent au fonctionnement d’'un écosysteme falgon dont il évolue et répond a un

changement de I'environnement.

D’un point de vue écologique toujours, afin de prdv un risque d’infection
(bactérienne ou virale) via les eaux de consommaiate récréation, il convient d’identifier
et de quantifier rapidement les microorganismesqgnes. Il a été proposé de rechercher
leur génome, mais cette méthode est biaisée pulsgugénomes persistent plus longtemps
dans les eaux que les organismes eux-mémes etfgugdtait construire des amorces pour
chacun des virus recherchés. On a étudie, du cdappossibilité d'utiliser des
microorganismes indicateurs modeles pour tracecdesaminants. La présence de tel ou tel
virus, ceux spécifigues des entérobactéries pampbee laisse supposer ici une pollution
fécale (animale ou humaine). En recherchant casswvnodeles, on peut aussi mesurer
I'efficacité d’un traitement (chlore, UVs...) sua population virale en générale. Plusieurs
types de virus sont utilisés dans ce but, les \dalphage somatiques (dont PhiX174), les F-
spécifiques, et ceux lysarBacteroides fragilis lIs ont chacun des avantages et des
inconveénients qui font qu’aujourd’hui c’est la comidson de ces différents suivis qui semble
étre de mise (23, 60, 61).

3. Applications en santé publique
a. La phagothérapie

Alors qu'il travaillait sur les phages, Félix d’Hfle émit I'hypothese qu'il fallait en
étre porteur pour guérir de dysenterie (24). Uetssipméliorant cliniquement parce que dans
son intestin, le phage est présent et exprime otngté Iytique a I'encontre des bactéries, ce

qui entraine sa guérison. Les sujets propagentiterlss phages autour d’eux et I'épidémie
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s'éteint. Il proposa donc d’administrer par voi@lerdes phages, ce qui a été fait pour la
premiére fois en 1921, a I'hépital des Enfants-Mekade Paris, chez des patients atteints de
dysenterie $higelld. Leur état s’améliora dés 24h aprés le traitemé&mt 1927, Félix
d’'Hérelle traita 74 malades de cholera asiatiqetsobtient un taux de mortalité de 8%

(contre 63% de mortalité chez les patients corgj@lel 0).

Dans les années 30, «le laboratoire du bactérgghaa Paris, ainsi que d’autres
instituts de part le monde (Inde, Géorgie) ontagéé&s pour commercialiser des préparations
de phages dirigées contre les maladies infectiegsesantes (sinusites, infections de
blessures, et infections intestinales). On constependant que de trées nombreuses solutions
de phages manquent d’efficacité (44). En effetrgmiter la contamination par des bactéries
des solutions commercialisées, les industriels peuavaajouter des solutés qui ne
permettaient pas toujours linactivation des togirtgactériennes et qui parfois rendaient
inactifs les phages, ce qui du coup aggravaieocasedes malades. De plus, ils étaient parfois
utilisés contre des bactéries non-sensibles, otragiement de maladies non bactériennes.
(24). Toutes ces difficultés rencontrées par lagph@rapie, ainsi que l'avenement des
antibiotiques aprés la deuxieme guerre mondialé,faibh que I'utilisation des phages en
thérapeutique a été abandonnée dans le monde wiatjdeais a continué d’étre développée

dans les pays de I'Europe de I'Est.

A I'népital d'état de Thilissi en Géorgie, on aitéaet on traite encore des patients a
'aide de la phagothérapie. Non seulement pourrssides maladies bénignes de I'enfant
(otite, angine...), mais aussi pour soulager des dealgporteur d’infections locales séveres
(grands brdlés, infections aux staphylocoques aeani d'une plaie de jambe, plaies a
'estomac...) induites par des bactéries parfois indgistantes. Dans ces derniers cas, |l
semblerait que la phagothérapie soit le traitenwmtdernier recours, quand toutes les
antibiothérapies ont échouées (79). Les phagesrgonpérés dans les eaux du fleuve qui
passe a proximité de I'hdpital ; leur pouvoir lytajest testé au contact des germes isolés chez
le patient afin d’assurer I'efficacité du traitemeBRtusieurs injections au niveau de la plaie
infectée peuvent étre nécessaires, de méme plssieanbinaisons de phages peuvent étre
administrées pour venir a bout des bactéries atgest. Les patients viennent des Etats-Unis
pour s’y faire soigner parce que l'efficacité de peotocoles n’est pas encore officiellement

reconnue par la Food and Drug Administration (FD&). effet, pendant prés de 80 ans, les
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états de I'ex-union soviétique, n'ont pas fait &#ades épidémiologiques et les statistiques

nécessaires pour valider la phagothérapie selarritéses occidentaux.

Aujourd’hui, alors que les antibiotiques ont étestiargement utilisés, la prévalence
des souches qui leur résistent ne cesse d’augmestaui est un gros probléme de santé
publigue. Les limites de [l'antibiothérapie font go’ se tourne a nouveau vers la
phagothérapie, avec le plus de prudence possilelgt-&-dire en étudiant les risques liés a
'administration de cocktail de virus, et a 'emenge de la résistance aux virus chez les

bactéries.

Certaines personnes au laboratoire maitrisent lesleles murins d’infections
urinaires et septicémie, et nous avons isolé uggiha sensible a PhiX17&,. coli ROAR
340, qui appartient au sous-groupe phylogénéticiedB I'espécee. coli. Or ce groupe est
significativement associé a des souches pathog@®% des B2 entrainent la mort des
animaux dans un modele de septicémie). Nous paogridonc envisager de mettre en place,
au laboratoire, un modele de phagothérapie. NowsuienonsE. coliROAR340 a des souris
par injection systémique ; et nous étudierion8itacité d’'un traitement a base de PhiX174.
On pourrait, par exemple, comparer l'efficacité djpmage naif par rapport a un phage issu
d’'une coévolution ; lequel serait capable de camieu de nombreuses mutations de
résistance. On pourrait aussi comparer I'efficagditétn phage spécialisé sur I’héte en question

par rapport a un phageésentant un large spectre d’héte.
b. Autres solutions thérapeutiques dérivées de I'étietephages

Alors que I'on étudie encore les intéréts et legues liés a la phagothérapie, il a été
proposé de rechercher des enzymes phagiques (netanues enzymes lytiques) qui
pourraient étre directement utilisées contre lestdves pathogenes, avec une spécificité
d’héte équivalente a celle des phages d'ou elles provignes qui ne déstabiliseraient donc
pas la flore commensale des patients (127, 129%cAme approche plus systématique, il a
eégalement été suggéré d’étudier les enzymes bamté@s cibles des enzymes phagiques, qui
bloquent la croissance bactérienne pour permedtregroduction des phages, et rechercher
ensuite des molécules qui miment ces enzymes plegyigu pourraient étre de nouveaux

antibiotiques (80).
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Notons ici que I'enzyme E de PhiX174, qui permelyke de I'hbte, est déja utilisée
pour fabriquer des vaccins (92). L’expression diat de son gene permettrait d’obtenir des
« bactéries fantdbmes ». De ces bactéries il ne i@ss que la paraion-dénaturée qui est

reconnue par le systéeme immunitaire.
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CONCLUSION

L’interaction entre les bactéries et les bactérigplkaa un impact direct sur la diversité
et la stabilité des écosystemes. Il est nécessbétedier la coévolution antagoniste qui
s’établit entre eux pour comprendre, prévoir ettrisair 'émergence de la résistance des
bactéries aux bactériophages, et répondre ainsbaswins de I'industrie, de I'écologie et de

la recherche en santé publique.

La coévolution antagoniste entre les bactériesest Hactériophages s’apparente
majoritairement a une « course a 'armement ». Nimus/ons considérer qu’'une mutation de
résistance envahissant la population bactériennquiune mutation contournant la résistance
bactérienne qui envahit la population virale, saatant de « batailles » remportées par les
bactéries ou les phages. La coévolution s’arrétendjuy a extinction d’'une des deux
populations, mais elle peut aussi bien s’enliserdater indéfiniment. Des facteurs
environnementaux et d’autres propres a la dynamispse populations (richesse du milieu,
migration) modifient la taille des armées en présela diversité de leurs armes. Nous avons
discuté ici du fait que des facteurs génétiquev@ient eux aussi avoir un impact majeur sur

les stratégies développées par I'un ou l'autrepdetagonistes.

En effet, il semblerait que la coévolution ente coli C et PhiX174 puisse étre
dynamique dans un premier temps, puis que lesaiotés génétiques agissant sur le systeme
réduise le choix des armes des deux protagonisteil @u temps. Les fortes relations
épistatiques entre les genes participant a l'ictera bactérie-bactériophage, ainsi que la
petite taille du génome de PhiX174, font naitre despromis entre résistance et valeur
sélective bactérienne, et entre virulence et infiéétvirale. Le systeme expérimental coli
C — PhiX174 devrait permettre de mieux étudier em¢a structure des réseaux des mutations
possibles et de suivre la diversité génotypiquepdgsilations virales et bactériennes au fil du
temps.
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ANNEXE

Influence of host genotype on bacteria - bacterio@ge coexistence
Escherichia coli C and X174

Alix MICHEL, Olivier TENAILLON
INSERM U722 « Ecologie et évolution des microoligares » , Université Paris 7 et Faculté
de Médecine Xavier Bichatyebsite: http://www.bichat.inserm.fr/equipes/emio8G22.html

INTRODUCTION

Antagonist coevolution occurs when specific ecalabiconditions are gathered. Bacteria
have to be sensitive to the phages, their emengisgtance and multiplication rate have to
insure their persistence while the phages multiplygling to the lysis of the cells.

We have tested some parameters that could infludsedenght of the coexistence period : the
bacterial genotype the initialcoefficient of infection and the size of thieottle-neck used in
the daily transfers (only for one genotype).

By genetically modifying the bacteria, we can affeow further resistance can emerge, for
instance favour the emergence of absolute resistanforbidd it.

MATERIEL AND METHODS

Genotypes
BACTERIAL |Sensitivity to |0.D (600nm) of KEIO [Infection step mOdiﬁedComments
STRAINS PhiX174 mutant vs. reference |by the gene mutation
E. coliC Sensitive
(DSMZ13127)
« Deep-rough » LPS: ng
E. coliC-ArfaC [Sensitive 26% Recognition more recognition mutatio
are possible.
Can't mute rep providing
. " 0 C absolute resistance  sif
E. coli C-ArecC [Sensitive 58% Replication ArecCarep is  synthet
lethal.
Partial Mutants of PhiX174 lysir]
E. coli C-AslyD resistance 67 % Lysis this resistant host have b
described
Broth Y4 X LC (diluted in MgSO4 10-2M), complememterith CaCl2 5mM and

MgCl210mM, kanamycine 30uM (or not), with inocutati of ¢X174
according to the COI.

COl (Coefficient of infection)COI: 1, 10-30r 10-6
Bottle-necks 1/1000transferred daily (10uL/ 10mL) for each culturédy plus1/100 and
1/10for ArfaC,

Daily O.D (600nm) was measured and lysigoroli C was checked.
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RESULTS

Figure 1 : Coexistence of bacteria and phages within the culture tubes.

E. coli C
Day 1 [ 1 Bacteria and phages
T  Phages (0.D <0.010)
[ Bacteria (phages < 10ZrRE)
] Nothing
Day9 ¢
E. coli C-ArfaC E. coli C-AslyD

E. coli C-ArecC

Figure 2 : Bacterial density in populations tubes.

1,2

in red : no more phages were detected

0,8

0,6

(LLIUOOQ) ao

0,4

0,2

E. coli C E. coli C-AslyD E. coli C-ArecC E. coli C-ArfaC
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E.coliC Coexistence is observed from day 1 to day 9teBacreach high O.D,
even when phages are present.

E. coliC-AslyD All phages had disappeared on day 2. Bacteridnrieigh O.D.

E. coliC-ArecC Coexistence has been observed within 4/6 popukatioibbes with
different length period, and bacteria and virusgsdly disappeared in
2/6 populations. Bacteria ~ O.D varies from low torywdow (to
extinction).

E. coliC-ArfaC No more bacteria nor phages were present fronddaye observed no
influence of the COI, and the bottle-neck size @0/&and 1/10 with

ArfaC) — data not shown here.

CONCLUSIONS

Depending on genotype, thecoli C — PhiX74 coexistence can last from 1 day to ntioae 9
days.

With the resistant bacterial genotypge coli C-AslyD, the viruses rapidly go to extinction.
With the two sensitive genotypés coli C-ArfaC and E. coli C-ArecC, we observed the
extinction of bacteria logically followed by viraktinction. Coexistence is however longer in
the case oE. coli C-ArecC.In both cases the number of ways the bacteria cadidt was
reduced. It seems that this shifted the balandavor of the phage that took ovetence,
bacterial initial genotype and the resistance edlethat could emerge of it has a major
influence on bacteria — phage coexistence, evemeiftried to correct for that in another
experiment (not shown) a critical parameter colsd de the growth rate of the bacteria that
is affected by our genetic modifications.

This experience doesn’t only indicate the bestdyadt genotype that could coevolve with
@X174, it also highlights how resistance mutatiob#itées can contrive coevolution.

! _ Lethality of rep-recB and rep-recC double mutantsoi, M. Uzest et coll., Molecular
Microbiology 1995, 17 (6) : 1177-1188

2 . Genetic evidence that the bacteriophage PhiX174 |ystein inhibits cell wall synthesis
T. G. Bernhardt et coll., PNAS 2000, 97 (8) : 428802.
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