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Génome, génomique

La réponse au stress osmotique des bactéries lactiques
Lactococcus lacti®t Lactobacillus plantarum
(mini-revue)
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Abstract — Osmotic stress response of lactic acid bacteriaactococcus lactignd Lactobacillus
plantarum. In order to survive in a wide variety of environments, bacteria have evolved systems
that protect themselves against environmental stress. Lactic acid bacteria grow in media where osmo-
larity is high and varies frequently and they must adjust their intracellular osmolarity in order to
maintain the turgor pressure necessary for cell elongation. An osmotic upshock stops their growth and
activates specific mechanisms which prevent cells death. The regulatory mechanisms of the res-
ponse ol actococcus lactiandLactobacillus plantarunto an osmotic stress have drawn increasing
attention in recent years, because of their use in industrial fermentations and their fundamental inter-
est as Gram positive bacteria. The main response to osmotic stress is the accumulation in the cytoplasm
of osmoprotectant organic compounds, the so-called “compatible solutes”, which can accumulate to
very high levels without deleterious effects on the cellular metabolism. In this review, we present the
state of the art on the physiological and molecular respondedaiftisandL. plantarumto an

osmotic stress.

osmotic regulation / lactic acid bacteria / stress / ABC transporter

Résumé— Les bactéries sont capables de vivre dans des milieux extrémement variés car elles pos-
sedent des systémes de protection efficaces contre les différents stress qu’elles peuvent rencontrer.
Les bactéries lactiques vivent dans des habitats ou I'osmolarité est souvent élevée et varie énormé-
ment, alors que la pression osmotique intracellulaire doit rester relativement constante. Lorsqu’une
bactérie subit un stress osmotique, di a une forte augmentation de la concentration en sel dans I'envi-
ronnement, sa croissance est arrétée, et des mécanismes de détresse se mettent en place pour éviter
la mort cellulaire. Les études sur la réponse au stress osmotique des bactéries lactioc@scus

lactis et Lactobacillus plantarunet les mécanismes moléculaires sous-jacents se sont développées
depuis ces dernieres années, du fait de I'intérét économique (utilisation dans I'industrie agroali-
mentaire) et fondamental (bactéries a Gram positif) que représentent ces organismes. La principale
réponse a un choc osmotique consiste en I'accumulation dans le cytoplasme de molécules protectrices,

* Correspondance et tirés-a-part
Tél. : (33) 561 3358 72 ; fax : (33) 5 61 33 58 86 ; e-mail @ibgg.biotoul.fr



50 Y. Romeo et al.

appelées solutés compatibles, qui permettent le rétablissement de I'équilibre osmotique a l'intérieur
de la bactérie. Dans cette revue, nous présenterons les connaissances actuelles sur la réponse au
stress osmotique de lactisetL. plantarumau niveau physiologique et moléculaire.

régulation osmotique / bactérie lactique / stress / ABC transporteur

1. INTRODUCTION par la dessiccation. Il en est de méme lors de
leur utilisation dans les processus de fer-
Dans leur habitat naturel, les micro-orgaimentation industriels, par exemple lors de la
nismes sont fréquemment exposés a degilaison des caillés au cours de la fabrication
variations de pression osmotique du miliewles fromages. L'étude des mécanismes de
environnant. La membrane cytoplasmiqueprotection contre le stress osmotique chez
des bactéries est perméable a I'eau mafes bactéries est donc d'un intérét fonda-
constitue une barriére efficace contre le pagnental pour la compréhension des méca-
sage de la plupart des solutés du milieu gtismes de défense contre le stress osmo-
des métabolites présents dans le cytoplasniéue chez les bactéries & Gram positif, mais
Une augmentation brusque de I'osmolarité@ussi nécessaire pour une utilisation opti-
du milieu externe entraine un rapide fluxmale de celles-ci dans les procédés indus-
d’eau vers I'extérieur de la cellule, qui atriels. Les données actuelles sur la réponse
pour conséquence une diminution de la prestes bactéries lactiques au stress osmotique
sion de turgescence, le moteur de I'élongasoncernent essentiellemelnt lactis et
tion des cellules, une variation de la concenk. plantarum,auxquelles nous nous inté-
tration cytoplasmique en solutés et urresserons ici.
changement du volume cellulaire (plasmo-
lyse dans les cas extrémes). A l'inverse, un
choc hypotonique provoque une entrée d'eau 2. REPONSE PHYSIOLOGIQUE
dans la bactérie et une augmentation du
volume cytoplasmique et de la pression de g qugmentation de la concentration en

turgescence. De telles variations 0smotiquess| dans le milieu externe entraine un arrét de

étant deléteres pour les bactéries, celles-gjnissance des bactéries. Ainsi, la croissance
possedent des systemes de transport et/gd | |actisdans un milieu a 2.5 % NaCl

de synthese d’osmoprotectants ou solut€g,ncentration proche de celle rencontrée
compatibles qui assurent le maintien djans certains fromages) est réduite de 25 %
I'noméostasie par leur accumulation dang, g oy par rapport a une croissance a pres-
le cytoplasme ou leur rejet selon le type dgjop, osmotique normale [18]. Chez les bac-
stress osmotique [4, 5, 17]. Les SOlutés CoMgrias 3 Gram négatiischerichia coliet
patibles sont des composes organiques qdbmenelia typhymuriupia réponse initiale
peuvent étre accumulés a forte concentray ne augmentation de la pression osmo-
tion dans le cytoplasme sans interférer avegy ;e du milieu environnant est une accu-
les processus cellulaires, la moléculg,iation d’ions K dans le cytoplasme via

majeure etant la glycine bétaine (N,N,N-tri-o5 transporteurs a faible et haute affinité
methylglycine), qui appartient a la famille o r |e potassium, respectivement nommés
des composeés ammonium quaternaires [ rk et de [19, 31, 32] Afin de maintenir
Dans leur environnement naturel, les backélectroneutralité du milieu intracellulaire,
téries lactiques peuvent étre soumises a dette accumulation s’accompagne d’une
forts stress osmotiques, causés par exempgnthése de novo de glutamate [24]. Le
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glutamate de potassium est ensuite progresarnitine, la taurine et la choline ne conferent
sivement remplacé par des composés plysas de protection contre une forte osmolarité
compatibles avec les processus physiold27]. A la différence des Entérobactéries et
giques de la cellule [6], le principal étant lade Bacillus subtilis les bactéries lactiques ne
glycine bétaine. Certaines bactéries sorgrésenteraient pas de voie de biosynthése
capables de synthétiser cette molécule, saite solutés compatibles. Ainki, plantarum

par méthylation de la glycine, soit par oxy-n’est pas capable de synthétiser la glycine
dation de la choline [20, 34]. Cependant, l&étaine, et 'accumulation rapide de ce soluté
plupart possedent et utilisent des systemes dians le milieu intracellulaire observée en
transport qui permettent une importationréponse a un choc hyperosmotique est due
rapide et en masse de ce composeé depuisdgclusivement au transport de ce composé
milieu environnant, le mieux caractérisédepuis le milieu extérieur vers le cytoplasme.
étant le systéme de transpproU a haute Des travaux ont mis en évidence I'existence
affinité pour la glycine bétainel. coli[3, chez cette espéce bactérienne d’un systéme
7,13, 23]. de transport & haute affinité pour la glycine

Chez les bactéries lactiques, la répons@étaine et la carnitine et a basse affiniteé pour
a un choc hyperosmotique différe légereld proline, nomme QacT (Quaternary ammo-
ment de celle des bactéries & Gram négatffiium compound Transporter) [11]. Une
En effet, le cytoplasme des bactéries lacRUgmentation de I'activité de transport de
tiques présente en condition normale de cul2 glycine bétaine via QacT a €té observee
ture une concentration en potassium tré§Pecifiquement lors d'une €lévation de la
élevée (environ 1 mdl-1), ainsi qu'un concentration en sel du milieu extérieur et
important pool d’acides aminés, le plusconstituerait, pout. plantarum la réponse
abondant étant le glutamate [9, 12, 25, 28]Jnitiale a un choc hypertonique. Des études
Des études récentes chezlantarumont chezL. lactisont aussi démontré I'existence
montré que, contrairement aux Entérobacd’un opéron codant un systéme de transport
téries, la majeure partie du potassium sé& haute affinité pour la glycine bétaine
trouve a I'état lié dans la cellule et qu'il 2ppelé BusA (betaine uptake system A) ou
n'aurait donc peut-étre pas de role majeuPPUA (osmoprotectant uptake A), dont
dans le maintien de I'’équilibre osmotiquel’expression augmente spécifiquement lors
de ces cellules [9, 12]. Cette hypothése estun choc hypertonique [2, 27, 36]. OpuA de
renforcée par le fait que 'augmentation dd-. lactisappartient a la famille des trans-
la concentration cytoplasmique en potasporteurs de type ABC (ATP Binding Cas-
sium en réponse a un choc hypertoniquéette). De nombreuses études ont éte effec-
n’‘est observée que lorsque 'augmentatiotuées sur cette famille de transporteurs que
de la salinité du milieu environnant est pro4'on retrouve parmi une large variété d'orga-
voquée par du KCl et non du NaCl, suggénismes procaryotes et eucaryotes [14]. Chez
rant que le transport des iong Kinter-  E. coli, TABC transporteur ProU est localisé
vient pas en réponse a 'augmentation de lau niveau de I'enveloppe et est composeé de
pression osmotique. La réponse initiale de8 protéines : une protéine cytoplasmique
bactéries lactiques a une augmentation dé&hydrolyse de I'ATP (ATPase ou ATP-
pression osmotique dans le milieu environbinding cassette, ProV), caractéristique des
nant correspond a une accumulation de preABC transporteurs, qui fournit I'énergie au
line et de glycine bétaine dans leur cytosystéme, une protéine membranaire (ou per-
plasme [10, 26]. Des mesures de croissaneeéase, ProW) servant au passage de la gly-
ont montré que la glycine bétaine et, dansine bétaine vers le milieu interne et un poly-
une moindre mesure la proline, sont capablgseptide périplasmique hydrophile de liaison
de protéget.. lactiscontre un stress osmo- au substrat (ProX). La perméase ProW est
tique [26, 27]. Par contre, I'ectoine, laconstituée de 6 domaines transmembranaires
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aux extrémités carboxy- et amino-terminalal’une réponse moléculaire. La régulation
cytoplasmiques et semble fonctionnerdes génes codant les transporteurs des solu-
comme un homodimére avec I'’ATPasetés compatibles a été trés étudiée chez
ProV [1, 23]. Che#.. lactis I'étude de la E. coli, en particulier celle de I'opérqmoU
séquence de I'opérapuAindique que ce [21]. Aucun régulateur spécifique de
systéme appartient a la superfamille debexpression dgroU n’a été identifié a ce
ABC transporteurs. Cependant, elle révélgour et il a été proposé que celle-ci serait
une organisation nouvelle du systéeme. Eassurée par un phénomeéne plus global. En
effet, opuAn’est constitué que de 2 geneseffet, des résultats obtenus a partir de sys-
Le premier,opuAA code une ATPase témes reconstitués in vitro ont suggéré que
homologue de ProV. Le secor@huABC le glutamate de potassium stimulerait
code une protéine homologue a ProwW dan&xpression deroU lors d'une augmenta-
sa partie amino-terminale et a ProX dans ston de la pression osmotique environnante,
partie carboxy-terminale. Ainsi, la perméaseeci par une action directe des iorns[K6,
OpuAB et la protéine de liaison au substra?9, 30, 33]. Cette hypothése trés attractive,
OpuAC auraient fusionné pour donner unelu fait que chez cette bactérie I'accumula-
protéine hybride possédant a la fois les fondion de glutamate de potassium correspond
tions de liaison et de transport de la glyciné la réponse initiale & un choc osmotique,
bétaine [2, 27]. Ces données basées sur une suffit cependant pas a expliquer la trés
analyse de séquence ont été vérifiées péorte induction de I'expression de cet opéron,
des analyses biochimiques de la structuret d’autres travaux ont démontré que les
de ce transporteur [27]. variations de surenroulement de I'ADN en
Ainsi, les bactéries lactiques ont dévefonction de la concentration saline jouent

loppé des moyens de protection contre |e4n role dans 'osmoregulation geoU [15].
stress osmotiques qui, bien qu'adaptés adxnfin. il a €té mis en evidence que le régu-
milieux dans lesquels elles évoluent, son@teur global H-NS est un répresseur de
trés semblables a ceux utilisés par les bat€xPression dgrouU a faible pression osmo-
téries a Gram négatif, du fait de l'utilisa- iGue, et que cet effet serait modulé par le

tion du méme osmoprotectant majeur, |Eglutamat§ de potassium et le surenroule-
glycine bétaine. ment de '’ADN [22, 35].
L'étude de la réponse moléculaire des
) o bactéries lactiques au stress osmotique a été
3. REGULATION GENETIQUE entreprise chek. plantarumetL. lactis
ChezL. plantaruml’expression du systéeme
En réponse aux chocs osmotiques, lede transport QacT est semi-constitutive et
bactéries ont développé des systemes dredépendante des conditions d’osmolarité
défense efficaces qui reposent essentiell¢tl] ; la régulation osmotique se situerait
ment sur I'accumulation de solutés compaau niveau de I'activité du transporteur. Des
tibles dans leur cytoplasme. L’activation demesures de cinétique de transport de la gly-
ces systemes nécessite que les cellules peine bétaine et de la proline effectuées a
coivent les variations d’osmolarité de I'envi-forte et faible osmolarité indiquent que
ronnement et que I'information soit alorsl’accroissement de la vitesse de transport
transmise et convertie en un signal qude ces deux solutés serait due a une aug-
déclenche une réponse au niveau molécumentation de I'activité de QacT et non pas
laire. Le premier point, la perception dude son expression. L'activité de ce systeme
signal osmotique, reste trés mal comprisserait en partie contrélée par la proline et la
La deuxieme étape de la réponse a un chatycine bétaine. En effet, des cellules pré-
hypertonique est le traitement du signatultivées dans un milieu contenant de la pro-
osmotique qui aboutit au déclenchemenline puis soumises a un choc osmotique
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présentent un taux de transport de glycineoncentration ionique du cytoplasme et répri-
bétaine moins élevé que des cellules n'ayamber ou noropuAen fonction de ce para-
pas subi le prétraitement ; ce résultat aingnétre. Une analyse biochimique d’OpuR,
gue d'autres tendent a montrer que la prolinen cours dans notre laboratoire, permettra
et la glycine bétaine réprimeraient I'activitéde tester cette hypothese.
gu syst(‘?me QacT. Cette inhipition s,emble La régulation osmotique opuAsemble
étre levée par une augmentation de 'osmayrincipalement porter sur I'expression de
larité, cependant les travaux effectués NEopéron, méme si des données suggerent
permettent pas de I'affirmer. aussi I'existence d'un contréle au niveau de
L’analyse de la production de protéined’activité du transporteur [36]. La poursuite
en réponse a un choc hypertonique chege I'étude de la régulation osmotique de
L. lactisa montré une diminution de la syn-opuApar OpuR permettra une meilleure
thése totale de protéines d’environ 50%¢ompréhension des mécanismes molécu-
lorsque les bactéries sont cultivées dans Uaires de la réponse a un choc osmotique
milieu & 2,5% NaCl [18]. Cependant, la syn<chezL. lactis

these d’au moins douze protéines est aug- Alors qu'elles utilisent les mémes molé-
mentée dans de telles conditions. Parmiules osmoprotectrices et les mémes types
celles-ci se trouvent des protéines implide transporteurs en réponse a un choc osmo-
quees dans la réponse a d’autres stresggue, L. plantarumet L. lactisont déve-
comme les protéines DnaK, GroEL etjoppé des mécanismes de régulation des sys-
GroES impliquées dans la réponse au chagmes de transports des solutés compatibles
thermique. Les autres protéines n'ont pour Igifférents reposant pour I'une sur un contréle
plupart pas été caractérisées, cependant, Cefle |'activité du transporteur, pour I'autre
taines d’entre elles pourraient correspondreur un controle de son expression.

aux protéines OpuAA et OpuABC. En effet,

la transcription de I'opéroopuAest induite

lors d’'une augmentation de la salinité du 4. CONCLUSION

milieu extracellulaire. Ce résultat suggére

I'existence d’une ou plusieurs protéines | 'adaptation des micro-organismes aux
capables de controler specifiquementariations de pression osmotique du milieu
I'expression des composants de ce trangnvironnant repose sur une accumulation
porteur en fonction de I'osmolarité du de solutés compatibles dans le cytoplasme
milieu. Une recherche de régulateurs dgermettant leur croissance dans un milieu
I'opéronopuAdans notre laboratoire a per-a forte concentration saline. Les mécanismes
mis de mettre en évidence I'existence d’unenoléculaires impliqués dans cette réponse,
protéine, nommée OpuR, capable de réprien particulier 'activation des différents sys-
mer spécifiguement I'expression du pro-témes de transports de solutés compatibles,
moteur dbpuA(résultats non publiés). Un ont été intensivement étudiés chez les enté-
mutant du genepuRprésente une aug- robactériesk. coli et S. typhimuriumrin-
mentation de I'expression @yuAa faible cipalement. Chez les bactéries lactiques, les
osmolarité, qui est presque complétemergtudes ont porté essentiellement sur 'adap-
constitutive vis-a-vis de la concentration erntation physiologique des cellules en réponse
NaCl. Nos résultats suggérent donc que l& ces stress et peu d’informations existent
geneopuRcode une protéine impliquée danssur les processus cellulaires engagés. Les
la régulation osmotique dpuA L'étude de protéines senseurs ainsi que les mécanismes
la séquence protéique de OpuR indiquele perception des signaux environnemen-
gu’elle possede un domaine homologue &ux et de transmission de I'information sont
des transporteurs putatifs d’'iong.KCette inconnus chet. lactisetL. plantarum Par
protéine pourrait ainsi étre sensible a lailleurs, aucun travail n’indique I'existence
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de facteurs sigma alternatifs qui pourraient’]
intervenir dans la réponse au stress, comme
c’est le cas cheR. subtilis L'étude des pro- 8]
cessus moléculaires d’adaptation a une aué-
mentation de I'osmolarité chez des orga-
nismes commé. lactis utilisés dans des [9]
processus industriels, tels que la fabrication
des fromages a pate molle, est importante
d'un point de vue fondamental et éconoqyq
migue. Les données actuelles et surtout a
venir sur la régulation du systéme majeur
de transport de la glycine bétaine, OpuA de
L. lactispourront apporter des €léments de, ;
réponse sur le fonctionnement moléculaire
de l'adaptation au choc osmotique chez les
bactéries lactiques, et plus généralement chez
les bactéries & Gram-positif. Par ailleurs, Iilz]
compréhension de ces mécanismes présente
un intérét économique, qui consisterait en
la construction d'outils biotechnologiques,
tels que des vecteurs d’expression contrgigl
lables par 'osmolarité, qui seraient utilisé
dans divers procédés de l'industrie agroali-
mentaire. [14]
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