
Biotechnologies Tle STL, CRDP Aquitaine, 2014 

Thème 2 – Chapitre 3 – Activité 1 
ÉTUDE DES RELATIONS ENTRE ESCHERICHIA COLI K12 
ET LE BACTÉRIOPHAGE P1 
Éléments de réponse 
 
QUESTIONS PRÉPARATOIRES 
1. 

Cette expression signifie que la bactérie peut-être infectée par le bactériophage P1. 
 

2. 
Cette expression signifie que la bactérie est tuée (action bactéricide) ou a sa croissance inhibée 
(action bactériostatique) par cet antibiotique (chloramphénicol). 
 

3. 
Ensemencer par écouvillonnage une gélose Mueller-Hinton et une gélose Mueller-Hinton + 
chloramphénicol à la concentration critique inférieure de cet antibiotique avec une suspension 
d’Escherichia coli (105 bactéries.mL-1) ; incuber 24 heures à 37 °C. Si la souche bactérienne 
d’Escherichia coli est sensible au chloramphénicol, il y aura présence de colonies bactériennes sur la 
gélose Mueller-Hinton et absence de colonies bactériennes sur la gélose Mueller-Hinton + 
chloramphénicol. 

 
MISE EN ÉVIDENCE DE LA CONVERSION LYSOGÉNIQUE D’ESCHERICHIA COLI K12 PAR LE BACTÉRIOPHAGE P1 
Étape 1 
1.1. 

Le tube témoin permet de régler le zéro du spectrophotomètre, donc d’éliminer l’absorbance du 
bouillon LB. 
 

1.2. 
Le tube témoin est composé uniquement de bouillon LB. 
 

1.3. 
𝐶𝐸𝐾12 = [(0,198 ×  1. 108)  0,1⁄ ] = 1,98. 108 UFC.mL-1. 
 

Étape 2 
2.1. 

VEK12 = ��CE′K12 ×  VE′K12�  CEK12� � = [(1. 107  ×  2)  1,98. 108⁄ ] =  0,1 mL soit 100 L. 
 
2.2. 

Le diluant à utiliser pour préparer la suspension E’K12 est du bouillon LB. 
 

Étape 3 
3.1. 

NUFC = �CE′K12  ×  VE′K12� = 1. 107  ×  100. 10−3 = 1. 106  UFC d’E’K12 dans les 9,8 mL de bouillon 
LB. 

 
3.2. 

NUFP = (CP1  ×  VP1)  =  5. 105  ×  100. 10−3  =  5. 104  UFP de P1 dans les 9,8 mL de bouillon LB. 
 
3.3. 

Nmoyen = (NUFC NUFP⁄ ) = (1. 106 5. 104⁄ ) =  20 bactéries disponibles pour un bactériophage P1. 
 

  



ÉTUDE DES RELATIONS ENTRE ESCHERICHIA COLI K12 ET LE BACTÉRIOPHAGE P1 

Biotechnologies Tle STL, CRDP Aquitaine, 2014 

Étape 4 
4.1. 

Pour les deux boites (gélose LB et gélose LB + chloramphénicol) ensemencées avec 0,1 mL de 
suspension d’E’K12 on dépose 1.106 UFC d’E’K12 par boite. 
Pour les deux boites (gélose LB et gélose LB + chloramphénicol) ensemencées avec 0,1 mL du 
mélange E’K12/P1, on dépose 1.104 UFC d’E’K12 par boite. 
 

4.2. 
Pour les deux boites (gélose LB et gélose LB + chloramphénicol) ensemencées avec 0,1 mL du 
mélange E’K12/P1 on dépose 5.102 UFP de P1 par boîte. 
 

Étape 5 
5.1. 

Les résultats obtenus avec la gélose LB (culture +++) ensemencée avec la suspension initiale d’E’K12 
permettent de vérifier que la bactérie E’K12 est capable de cultiver sur gélose LB dans les conditions 
d’incubation choisie. Les résultats obtenus avec la gélose LB + chloramphénicol (culture -) 
ensemencée avec la suspension initiale d’E’K12 permettent de vérifier que la bactérie E’K12 ne cultive 
pas en présence de cet antibiotique donc qu’ E’K12 est sensible à cet antibiotique. 

 
5.2. 

On peut faire deux hypothèses pour expliquer la culture ++++ du mélange E’K12/P1 sur la gélose LB : 
soit la bactérie E’K12 est insensible au phage P1, soit l’infection de la bactérie E’K12 par le phage P1 
donne lieu à un cycle lysogène du phage P1. 

 
5.3. 

La culture ++ du mélange E’K12/P1 sur la gélose LB + chloramphénicol permet de valider la seconde 
hypothèse faite en 5.2., puisqu’on a vérifié en 5.1. que la bactérie E’K12 est sensible au 
chloramphénicol ; donc si le mélange E’K12/P1 cultive sur gélose LB + chloramphénicol cela signifie 
qu’E’K12 est devenue capable de cultiver en présence de chloramphénicol. 

 
5.4. 

Le nouveau caractère que possède Escherichia coli K12 cultivant sur la gélose LB + chloramphénicol 
est la résistance au chloramphénicol. 

 
5.5. 

La dénomination de bactériophage tempéré donnée à P1 est vérifiée, puisque les Escherichia coli K12 

issus du mélange E’K12/P1 ont acquis un nouveau caractère (résistance au chloramphénicol) codé par 
un gène contenu dans l’ADN du phage P1. 

 
5.6. 

La conversion lysogénique d’Escherichia coli K12 par le bactériophage P1 a donc bien eu lieu, puisque 
les Escherichia coli K12 issus du mélange E’K12/P1 ont inséré dans leur génome (chromosome 
bactérien circulaire) l’ADN du bactériophage P1. 

 
DÉTERMINATION DES CONDITIONS D’INDUCTION DU CYCLE LYTIQUE 
Questions préparatoires 
1. 

L’expression « protéine thermolabile à 42 °C » signifie que cette protéine est instable à une 
température de 42 °C. 

 
2. 

La thermolabilité du répresseur protéique a pour conséquence sa dénaturation et sa perte d’activité 
lorsque la température atteint 42 °C. 
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3. 
C’est le phénomène d’induction permettant la reprise d’un cycle lytique du phage P1 qui est bloqué 
par le répresseur produit par le prophage P1 dans la bactérie lysogène, quand la température est 
inférieure à 42 °C. 

 

Étape 1 
1.1. 

Tous les Escherichia coli K12 prélevés sur la gélose LB + chloramphénicol de l’épreuve 1 sont résistants 
au chloramphénicol. 

 
1.2. 

Donc tous ces Escherichia coli K12 sont chloramphénicol ce qui implique qu’ils ont tous inséré l’ADN 
du phage P1 dans leur génome (conversion lysogénique), alors que les Escherichia coli K12 ayant 
cultivé sur la gélose LB, n’ont pas forcément tous inséré l’ADN du phage P1 dans leur génome. 

 
Étape 2 

CE′K12P1 = [(0,400 x 1.108) / 0,1] = 4.108 UFC.mL-1 

 
Étape 3 

Vx = ��CE′K12P1  dans l′Erlen × VErlen�  CE′K12P1� � = [(5.107 x 20) / 4.108] = 2,5 mL. 
 
Étapes 4 et 5 
4.1. et 4.2. 

Sachant qu’à 600 nm une absorbance de 0,1 correspond à une concentration de 1.108 UFC.mL-1 on 
peut calculer les différentes concentrations N1 et N2 dans les deux Erlens de culture : 

 
Temps 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 
N1 en 
UFC.mL-1 

5.107 7,5.107 1.108 1,9.108 2,9.108 5,8.108 9,8.108 1,24.109 1,25.109 1,25.109 

Ln(N1) 17,7 18,1 18,4 19,1 19,5 20,2 20,7 20,9 20,9 20,9 
N2 en 
UFC.mL-1 5,5.107 7,0.107 1,05.108 2.108 2,95.108 3,1.108 2.108 1,35.108 9,5.107 7,5.107 

Ln(N2) 17,8 18,1 18,5 19,1 19,5 19,6 19,1 18,7 18,4 18,1 
 
4.3. 

 
Graphe ln(N) = f(t) pour la culture dans les deux Erlens 
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4.4. 
Voir la courbe ln(N1) = f(t). 

- de t = 0 min à t = 180 min : phase exponentielle de croissance ; 
- de t = 180 min à t = 210 min : phase de ralentissement de croissance ; 
- de t = 210 min à t = 270 min : phase stationnaire de croissance. 

 
4.5. 

Voir la courbe ln(N2) = f(t) ; le changement de température d’incubation a lieu à t = 120 min (flèche 
noire). 

 
4.6. 

Voir la courbe ln(N2)=f(t). 
- de t = 0 min à t = 120 min, phase exponentielle de croissance ; 
- de t = 120 min à t = 150 min, phase stationnaire de croissance ; 
- de t = 150 min à t = 270 min, phase de déclin. 

 
4.7. 

Si l’on compare les différentes phases des deux courbes Ln(N)=f(t), on constate que : 
- la phase exponentielle de croissance est plus courte de 60 min dans l’Erlen 2 que dans l’Erlen 1 ; 
- une absence de phase de ralentissement de la croissance dans l’Erlen 2 ; 
- la phase stationnaire de croissance est plus courte de 30 min dans l’Erlen 2 que dans l’Erlen 1 ; 
- une absence de phase de déclin dans l’Erlen 1. 

 
4.8. 

Pour expliquer les différences entre les deux courbes on peut faire les hypothèses suivantes : 
- le passage de température d’incubation de 30 à 42 °C après 120 minutes d’incubation de l’Erlen 

2 provoque un arrêt de la croissance puis la mort des bactéries E’K12/P1, car elles sont 
thermosensibles à 42 °C ; 

- le passage de température d’incubation de 30 à 42 °C après 120 minutes d’incubation de l’Erlen 
2 provoque la destruction du répresseur produit par le phage P1 qui maintenait la lysogénie, en 
bloquant le phénomène d’induction permettant la reprise d’un cycle lytique ; à la température de 
42 °C il y a donc reprise du cycle lytique du phage P1 et destruction des bactéries E’K12 ce qui 
provoque l’entrée rapide en phase stationnaire puis la phase de déclin. 

 
4.9. 

a. C’est la seconde hypothèse formulée en 4.8. qui est confirmée par cette observation. En effet, si 
nous étions dans le cas de la première hypothèse, à 270 minutes, comme il reste encore des 
bactéries E’K12/P1 vivantes dans l’Erlen 2, en ré-incubant ce dernier à 30 °C on devrait enregistrer 
une ré-augmentation de l’absorbance à 600 nm, signe d’une reprise de la croissance des bactéries 
survivantes. Or comme l’absorbance à 600 nm continue de diminuer pour tendre vers zéro, on 
confirme l’hypothèse 2 selon laquelle l’induction du cycle lytique du phage P1 a été déclenchée par 
l’incubation à 42 °C qui a provoqué l’inactivation du répresseur thermolabile. 

b. Pour valider l’hypothèse 2 on pourrait filtrer (0,45 µm) le contenu de l’Erlen 2 pour en éliminer les 
bactéries E’K12/P1 et vérifier que le filtrat contient du phage P1 en mettant en œuvre le protocole de 
conversion lysogénique proposé en 1. de cette activité. 

c. Les conditions d’induction du cycle lytique de P1 sont une incubation à 42 °C d’une culture en 
phase exponentielle de croissance de bactéries (type E’K12/P1) ayant insérées dans leur 
chromosome l’ADN du phage P1. 

 
5. 

Voir le thème 2 chapitre 3 paragraphe 4.3. « Cycle lysogène et bactériophage tempéré », on en 
déduit que le bactériophage P1 est un bactériophage tempéré pour l’espèce bactérienne Escherichia 
coli K12. 
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