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Mutants de Lactococcus lactis résistants a l'acidité
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Abstract - Acld-resistant  mutants of Lactococcus lactis. In ail environments, bacteria are
submitted to stress conditions which compromise cell growth and survival. Itis now established
that bacteria have inducible stress resistance mechanisms which favor bacterial survival under dif-
ficult conditions. These resistance mechanisms may be useful for improving strain survival in tech-
nological processes. Using L. lactis, we selected mutants more resistant to acid stress than the wild-
type strain, MG 1363. Results of genetic and phenotypic characterization  of these mutants
established that strain survival is improved compared to MG 1363 in a single or up to three dif-
ferent stress conditions, and sometimes by a factor of 2 000. This work shows that in L. lactis, stress
responses can overlap and that a mutated strain can be more appropriate than the wild-type to sur-
vive abrupt environmental changes. Such strains may have improved properties in industrial
processes. © Inra/Elsevier, Paris.
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Résumé - Dans tout environnement, les bactéries sont soumises a des stress qui compromettent
la multiplication et la survie de l'espéce. |l est désormais établi que les bactéries possédent des
mécanismes inductibles de résistance aux stress qui contribuent a leur survie en conditions défa-
vorables. Pour améliorer la survie des souches en condition technologique, nous avons sélectionné
des mutants de Lactococcus lactis plus résistants au stress acide que la souche sauvage, MG 1363.
La caractérisation génétique et phénotypique de ces mutants révéle que certaines mutations
conferent une survie jusqu'a 2 000 fois supérieure a celle de MGI363.dans une, deux ou trois condi-
tions de stress. Cette approche démontre qu'il existe chez L. laciis des chevauchements entre
les mécanismes de résistance aux stress et que des mutations adéquates peuvent conduire a des
souches plus performantes face a de brusques changements environnementaux. De telles souches
pourraient améliorer le rendement et la reproductibilité des processus industriels. © InralElsevier,
Paris.
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1. INTRODUCTION

Dans la nature, les conditions de crois-
sance bactérienne sont rarement optimales.
Les bactéries subissent des stress impo-
sés par I'environnement tels que la tem-
pérature, l'oxygénation, la salinité ... De
plus, la croissance bactérienne conduit a
des modifications du milieu génératrices
de stress: carences nutritionnelles et, dans
le cas des bactéries lactiques, acidifica-
tion du milieu. Il est désormais établi que
les bactéries pergoivent les variations du’
milieu et répondent aux conditions de
stress par l'induction de régulons qui per-
mettent & la cellule de réorganiser son
métabolisme afin de privilégier sa survie.

Lactococcus lactis est devenu une bac-
térie lactique modele, du fait des nom-
breuses études qui lui ont été consacrées
depuis une dizaine d'années. Dans les pro-
cédés technologiques, les bactéries ren-
contrent des contraintes liées au type de
production qui constituent des stress. Ces
stress affectent la physiologie cellulaire,
modifiant les capacités de croissance et la
viabilité des bactéries, ce qui peut avoir
des conséquences néfastes sur la qualité, le
rendement ou la reproductibilité des pro-
cedés.

La connaissance des réponses bacté-
riennes aux stress pourrait permettre
d'améliorer la résistance des bactéries aux
stress technologiques et a terme, d'ajus-
ter la physiologie et la résistance des
souches en fonction des traitements tech-
nologiques envisageés.

Nous recherchons les génes impliqués
dans les réponses aux stress de L. lactis
et en particulier les génes assurant la régu-
lation des mécanismes de résistance. Nous
nous sommes intéresses au stress acide
dans la mesure ou le pouvoir acidifiant et
la survie des bactéries en milieu acide sont
des criteres technologiques importants.
De plus, considérant que l'acidit¢é du
milieu augmente avec la croissance de la
souche, la concentration d'acide lactique

pourrait servir de signal d'induction d'une
réponse globale au stress, typique de la
phase stationnaire.

Plusieurs études ont montré que L. lac-
lis s'adapte a l'acidité au fur et & mesure de
sa croissance et qu'en condition de carence
en glucose, L. lactis est plus résistant aux
conditions acides [2, II]. Ces observa-
tions suggéerent qu'il existe chez L. lactis
au moins deux mécanismes inductibles
(I'un en phase exponentielle, l'autre par
la carence en glucose) de résistance au
stress acide.

Pour étudier les geénes impliqués dans la
régulation deces réponses aux stress, nous
avons réalisé une mutagenese par trans-
position [7] et sélectionné des mutants
plus résistants au stress acide que la souche
parentale. Une vingtaine de mutants ont
été caractérisés du point de vue génétique
et phénotypique.

2. RESULTATS ET DISCUSSION

2.1. Sélection des mutants résistant
a l'acidité
La souche de L. lactis, MG 1363 est

sensible au pH acide sur boite (pH 5 ou
pH 5,5) a 37 OC. Aprés mutagenése par
transposition avec le systtme pG+host9:
ISSI  [7], nous avons recherché des
mutants capables de former des colonies
sur boite a pH 5 ou 5,5 & 37 OC. Nous
avons ainsi isolé une trentaine de clones.
La survie de vingt de ces mutants et celle
de la souche parentale ont été comparées
apreés un brusque changement de pH du
milieu: les cultures maintenues a pH supé-
rieur a 6,9 sont transférées en condition
acide létale (pH 3 ou pH 3,7). La survie
des souches est mesurée par des étale-
ments avant et aprés transfert en milieu
acide. Les 20 mutants testés survivent 6
a 1200 fois mieux a ce stress que la
souche parentale, MG 1363.
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Ces mutants peuvent étre affectés dans
un mécanisme de résistance spécifique au
stress acide ou dans un mécanisme de
résistance a un (ou plusieurs) autre(s)
stress qui confére un avantage dans des
conditions acides. Pour distinguer ces deux
possibilités, le phénotype des mutants a
été comparé a celui de la souche paren-
tale dans plusieurs conditions de stress:
choc thermique, oxydant ou survie en
condition de carence en glucose. Trois
classes phénotypiques sont ainsi révélées.

2.2. Classe 1 : résistance spécifique
au stress acide

Parmi les 20 mutants testés, six s'ave-
rent plus résistants que la souche initiale
uniquement en conditions de stress acide
(figure f). La séquence des génes inactives
chez ces mutants révele que les mutants

MG1363

ginP

arl3

arl'i (acid resistant locus), ari4 et ari8
sont affectés dans des régions d'ADN ne
présentant pas d'homologie significative
avec les banques de données. Les autres
mutants de cette classe correspondent a
trois insertions différentes dans un gene
de L. lactis homologue a une perméase a
glutamine (gin? de Synechocystis sp. [4]).

Les mutations pourraient inactiver un
géne dont l'expression est néfaste a pH
acide. Cela pourrait étre le cas dans les
mutants gInl', puisque l'inactivation de ce
géne supprime une activité ATPase
consommatrice  d'énergie.  Alternative-
ment, les mutations pourraient entrainer
I'expression  constitutive d'un gene (ou
d'un régulon) conférant une certaine résis-
tance au stress acide par neutralisation de
l'acidité ou protection des fonctions essen-
tielles a la bactérie.
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Figure 1. Survie relative des mutants de classe 1let de MG 1363 en conditions acides. Une cul-
ture a pH neutre est transférée a TOen condition acide pour un temps T. La survie est mesurée par
étalement sur boite de M 174 TOet T. Le taux de survie est calculé par le rapport entre les deux
valeurs (TrrO). La survie relative est le rapport du taux de survie du mutant sur celui de la souche
sauvage.

Figure 1. Relative survival of class 1 mutants and MG 1363 under acid conditions. A culture at
neutral pH is transferred into acid media at TO. Survival is estimated by plating on M 17 before
(TO) and after (T) the acid challenge, and the survival rate is calculated as the ratio between the
two values (TrrO). The relative survival is the ratio of the survival rate of the mutant and that of
the wild-type strain.
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2.3. Classe 2 :résistance aux stress
acide et oxydant

Cette classe comporte trois mutants
dont la caractérisation génétique montre
que l'un, pstS, est inactivé dans le trans-
porteur a haute affinité de phosphate [12]
et que les deux autres, arll et arl2, sont
affectés dans une région d'ADN ne pré-
sentant aucune homologie avec les bases
de données. En condition acide létale, la
survie de pstS, de arll et de arl2 augmente
respectivement d'un facteur 80,370 et 230
par rapport a MG 1363 (figure 2). En pré-
sence de peroxyde d'hydrogéne, pstS et
arll survivent respectivement 2 000 et
800 fois plus que MG 1363. Ces résultats
suggeérent un certain recouvrement entre
les réponses aux stress acide et oxydant.
Rappelons ici que chez L. lactis, au moins
une protéine induite pendant l'adaptation
au stress acide est aussi induite en pré-
sence de H,0, [2] et que chez Salmonella

01 10 100 1000

Survie relative

typhimurium, l'adaptation au stress acide
augmente la résistance au stress oxydant

[1].

2.4. Classe 3 :résistance aux stress
acide, thermique et a la carence
en glucose

Cing mutants font partie de cette classe.
En condition acide, la résistance de ces
mutants est de 100 a 1000 fois supérieure
a celle de MG 1363. De plus, la survie des
mutants est aussi améliorée par rapport a
celle de MG 1363 en conditions de choc
thermique ou de carence en carbone a pH
acide ou neutre (figure 3). Notre hypo-
thése concernant ces mutants est qu'ils
sont affectés dans un (ou des) systéme(s)
de régulation de mécanisme(s) de résis-
tance globale aux stress.

Les comparaisons de séquence réve-
lent que le géne inactivé dans le mutant

arl]

arl2
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Figure 2. Phénotype des mutants de classe 2. A. Résistance au stress acide. Les cultures en
phase exponentielle et a pH neutre sont transférées a TOen milieu a pH 3,7. La survie est mesu-
rée par étalement a TOet aprés 2 h. d'incubation apH 3,7 (T2). Le rapport T2rrO correspond au
taux de survie, ilest de 7 10-5 pour la souche sauvage. La survie relative est calculée par le rap-
port entre le taux de survie du mutant et celui de la souche sauvage. B. Résistance au stress oxy-
datif. Le choc oxydatif est réalisé par incubation en présence de 1 mM de H,0, pendant 30 min.
Les survies relatives des mutants et de la souche sauvage, MG 1363, sont calculées comme décrit
précédemment.

Figure 2. Phenotype of class 2 mutants. A. Acid-stress survival. Exponential phase cultures
grown at neutral pH were transferred at TO into acid media (pH 3.7) for 2 h (T2). Viable counts
were measured by plating on M 17 at TO and T2. The survival rate was calculated by the ratio
T2rrO, and corresponds to 7 10-5 for the wild-type strain. The relative survival was calculated as
the ratio of the survival rate of the mutant and the wild-type. B. Oxidative stress. The oxydative
stress was carried out by incubating the cultures with 1mM H,0, during 30 minutes. The survival
rates of mutated and wild-type strains were calculated as described above.
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Figure 3. Phénotype des mutants de la classe 3. A. Résistance au stress acide. Le test et le calcul
des survies relatives des souches sauvage et mutantes ont été réalisés comme décrit dans la
légende de la figure 2A. B. Résistance au choc thermique. Le choc thermique est réalisé par
transfert des cultures de 30 OC a 55 "C pendant 5 min. Le calcul des survies relatives des souches
sauvage et mutantes a été réalisé comme décrit dans la légende de la figure 2B. C et D. Survie en
condition de carence en sucre a pH acide (C) ou a pH neutre (D). Les cultures sont réalisées en
M 17 dépourvu de ~glycérophosphate mais tamponné avec du MOPS a40 mmol/L (C) ou a 200
mmol/L (D) et complémenté en glucose a0,5 % (C) ou 0,25 % (D). La survie est mesurée par éta-
lement sur M 17 a I'entrée en phase stationnaire et apres 2 jours (C) ou 4 jours (D) d'incubation

230 OC. Les survies relatives sont calculées comme décrit précédemment (légende de lafigure 2).

Figure 3. Phenotype of class 3 mutants. A. Resistance to acid stress. The challenge conditions and
calculation ofrelative survival of the mutated and wild-type strains are described in figure 2A. B.
Resistance to heat-shock. The headshock was performed by transferring cultures from 30 "C to
55 "C for 5 min. The calculation of the relative survival of the mutated and wild-type strains
are described in figure 2B. C and D. Survival to carbohydrate starvation at acid (C) or neutral pH
(D). Cultures grew to saturation in modified M 17 medium: ~-glycerophosphate was replaced
by MOPS at 40 mmol/L (C) or 200 mmol/L (D) and supplemented with glucose 0.5% (C) or 0.3%
(0). Survival was measured by plating on M 17 after 2 days (C) or 4 days (D) of incubation at 30 OC.
The relative survival under different conditions was calculated as described infigure 2.

arl5 ne présente pas d'homologie signi- D'autres études réalisées aussi bien sur
ficative avec les banques de données. Les ~ des bactéries Gram" que Gram- impli-
autres mutants sont déficients dans les ~ quent les GP comme messagers intracel-
génes hpt (hypoxanthine-guanine  phos-  lulaires de stress. Ainsi, chez E. coli, le
phoribosyl transférase [10]), guaA (GMP  (P)PPGPp est un des régulateurs du fac-
synthétase [8]) et relA (pppGpp synthé- teur sigrna-S, |mp||q_ue _dans la résistance
tasel [9]). Ces trois génes sont impliqués g_lobalg aux stress |ndU|te_ en phase s_ta-

. . X . tionnaire [5]. Chez B. subtilis, des varia-
dans la voie de biosynthése des purines

al tions du taux de GTP induirait la sporu-
et du (p)ppGpp que nous désignerons dans  |ation [6]. Nous proposons que chez L.

ce texte sous l'appellation GP (figure 4)  |actis, le taux de GP intracellulaire —soit
[13]. Cette étude suggere que chez L.lac-  un signal de stress controlant I'expres-
tis, le taux intracellulaire de GP pourrait sion d'un mécanisme de résistance glo-
étre un signal ou un effecteur de stress. bale aux stress.
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Figure 4. Représentation schématique de la voie de biosynthése des GP. Les génes pour les-
quels nous avons obtenu des mutants sont indiqués en italique. Les actions de la décoyine et la
sérine hydroxamate sont schématisées par des fléches.

Figure 4. Schematic representation of the biosynthesis pathway of GP. The genes for which we
obtained mutants are indicated in italics. The effects of decoyinine and serine hydroxamate are
symbolized by arrows.

2.5. Role régulateur des taux 3. CONCLUSION
de GP intracellulaire
Cette étude démontre qu'une seule
Afin de tester le role régulateur des  mutation peut conférer a une souche de

variations des taux de GP intracellulaire, L. lactis un avantage considérable en terme
nous avons traité la souche sauvage, de survie a un ou a plusieurs stress. Le
MG 1363, avec différentes  molécules systtme de transposition utilisé dans ce

affectant les taux de GTP/(p)ppGpp €texa-  travail permet a la fois d'identifier préci-
ming sa survie a un stress acide letal. La  ¢gment e géne muté (par séquencage) et
survie de la souche a été mesurée en condi- dobtenir des mutants alimentaires. En
tion acide avec et sans traitement. La effet, ces mutants ne comportent aucun
décoyinine, inhibiteur du produit du géne ADI\’I stranger puisque seule une séauence
guaA, la GMP synthétase, et la sérine - Hranger puisqu d

' ' d'insertion  originaire  de lactocoque

:t); ?r:g;(r?trz ateet, de Ilr;dg;r:iﬁgse dgel?p)rssgr;: (ISSJ, [3]) est responsable de la mutation.
! L'intérét d'identifier précisément la muta-

augmentent la résistance au stress acide - i ) i
de MG 1363 dun facteur 100 par rapport ~ 1O outre la comprehension  des meca-
A 'échantillon  non traité (résultat non  Mismes bactériens de résistance aux stress
montré). Ce résultat établit I'importance est i) de pouvoir utiliser cette mutation
des taux intracellulaires  de GP dans ~ Comme marqueur de souche et ii) d'étre
l'acquisition d'une résistance au stress  capable de reproduire cette mutation (et
acide et, comme le suggérent nos résul-  donc le phénotype de résistance) dans
tats, dans l'acquisition d'une résistance d'autres souches de lactocoques, voire
globale au stress. dans d'autres bactéries lactiques.
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L'étude phénotypique  montre qu'il
existe chez L. lactis de nombreux recou-
pements entre les différentes réponses aux
stress. En effet, plusieurs des mutants
sélectionnés en condition acide s'averent
aussi plus résistants que la souche sau-
vage au stress oxydant (pstS, arll) ou a
de multiples stress (guaA, hpt, relA et
arlS). Nous montrons que les pools intra-
cellulaires de GP auraient chez L. lactis
un role de messager intracellulaire diri-
geant l'induction d'une résistance globale
aux stress.

Nous pensons que ce type d'approche et
ces mutants pourraient s'avérer utiles dans
les procédés industriels impliquant les bac-
téries lactiques. En effet, ces mutants ali-
mentaires plus performants que la souche
sauvage pour survivre a de brusques varia-
tions de l'environnement pourraient i) amé-
liorer le rendement et la reproductibilité
des productions, ii) mieux survivre au stoc-
kage facilitant la conservation des ferments
et le redémarrage des fermentations et iii)
mieux résister, chez I'homme, au transit
intestinal, permettant d'obtenir des effets
probiotiques plus marqués.
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