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Physiologie, métabolisme
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Abstract — Branched-chain amino acids and purine biosynthesis: two pathways essential for
optimal growth of Streptococcus thermophilus milk. Slowing down and delays Btreptococcus
thermophiluggrowth in milk have negative effects for dairy technology. Our objectives are to under-
stand the reasons for those delays, and to identify some of the functions essential for optimal growth
of S. thermophilugn milk. To reach this goal, a random insertional mutagenesis was performed on

a S. thermophilustrain chosen for its ability to grow rapidly in milk. We obtained 14 different
mutants, affected in their capacity to grow quickly in milk. Four of them were further character-
ized: two were mutated in the branched-chain amino acids biosynthesis operon and two others were
mutated in the purine nucleotides biosynthesis operon. Consequently, branched-chain amino acids and
purine biosynthesis pathways are function®.ithermophilusOur results suggested that the amount

of both branched-chain amino acids and purine nucleotides, present in milk, and directly consumable
is not sufficient for an optimal growth. Moreover, we identified the branched-chain amino acids and
purine biosynthesis pathways as essential functions for optimal gro®thtafrmophilugn milk.

milk / Streptococcus thermophilusgrowth / branched chain amino acid / purine

Résumé— Les retards ou ralentissements de croissanc&répetococcus thermophilusarfois

observés dans le lait, ont des conséquences négatives importantes sur le plan technologique. Notre
objectif est de comprendre les raisons de ces retards et d’'identifier les fonctions g8i, ttleez
mophilus sont essentielles a la croissance optimale dans le lait. Pour atteindre cet objectif, une muta-
genése insertionnelle au hasard a été réalisée sur une soughinelenophilushoisie pour sa
capacité a se développer rapidement dans le lait. Les mutants pour lesquels la croissance n’est plus
optimale dans le lait ont été sélectionnés. Nous avons obtenu 14 mutants distincts affectés dans leur
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capacité a se développer rapidement dans le lait. Ceux-ci ont été classés en trois groupes selon leur
comportement dans différents milieux de culture. Quatre mutants ont été mieux caractérisés : 2 sont
atteints dans I'opéron de la biosynthése des acides aminés a chaine branchée et les 2 autres dans
I'opéron de la biosynthése des bases puriques. Les voies de biosynthese des acides aminés a chaine
branchée et des bases puriques sont donc fonctionnelleS.cheemophilusNos résultats sugge-

rent que les quantités d’acides aminés a chaine branchée et de bases puriques, assimilables dans le lait
parS. thermophilusne suffisent pas a une croissance optimale. lls mettent de plus en évidence que
les voies de biosynthése des acides aminés a chaine branchée et des purines sont deux fonctions
essentielles a la croissanceSiehermophiluslans le lait.

lait / Streptococcus thermophiluscroissance / acide aminé a chaine ramifiée / base purique

1. INTRODUCTION les lactocoques, la croissance optimale de
S. thermophiluglans le lait [22]. Il semble,
La principale propriété recherchée chezn particulier, que I'apport d’acide gluta-
les bactéries lactiques, utilisées en tant quaique, d’histidine et de méthionine soit un
levains en fabrication fromagére, est leuélément limitant pour la croissance de
capacité a acidifier le lait et a se dévelopS. thermophiluslans le lait [1]. Au cours
per de facon réguliére. En effet, ce sontde ce travail, nous avons mis en évidence
sans nul doute, les irrégularités observéddmportance de deux voies de biosynthése,
au niveau de leur croissance qui limitent lacelle des acides aminés a chaine ramifiée et
maitrise des bactéries lactiques en techneelle des purines pour la croissance opti-
logie laitiére. Dans le lait, elles doivent trou-male deS. thermophiluslans le lait.
ver un certain nombre de nutriments néces-
saires & leur croissance, et, en particulier,
les acides aminés pour lesquels elles sont 2. MATERIEL ET METHODES
auxotrophes [4, 5, 16, 17].

Les principales fonctions, qui, chez les 2-1. Mutagenese
bactéries lactiques ont été identifiées comme
essentielles a la croissance optimale dans le Une mutagenese insertionnelle au hasard
lait, 'ont surtout été chez les lactocoquesa €té effectuée dans une souch& diher-
et concernent la nutrition azotée. Ainsi, lamophilusa croissance rapide dans le lait
présence d'une protéase de paroi, d’'un tran§ST18, fournie par Rhodia-Food). La muta-
porteur d’oligopeptides et de certaines pepgenése a été réalisée a l'aide du plasmide
tidases intracellulaires [15, 23, 26] sontpG+host91SSL selon la méthode décrite
nécessaires au développement rapide dg&@r Maguin et al. [14].
L. lactisdans le lait. Des voies de biosyn-
thése comme celle de 'aspartate [27] et celle . .
des bases puriques sont également identi- 2.2. Cribles et milieux de cultures
fiées comme nécessaires pour une crois-
sance optimale dans le lait chez les lacto- Plus de 10.000 mutants ont été criblés en
coques [18]. Pous. thermophilusqui est présence d’érythromycine iyl sur
moins exigeante que lactisd’'un point de milieu FSDA (Fast Slow Differential Agar)
vue nutritionnel [6], les données sur les foncf12] qui permet de distinguer les colonies
tions qui sont essentielles a sa croissan@ecroissance lente ou limitée dans le lait, de
optimale sont plus rares. Toutefois, une proeelles qui y poussent rapidement ou de fagcon
téase de paroi conditionnerait, comme cheaptimale. Les mutants retenus ont ensuite
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été cultivés dans du lait NILAC (10 % m/vol) pour leur incapacité a se développer rapi-
(Nilac, Nederlands Instituut von Zuivelon- dement dans le lait. Leur croissance dans le
derzoek, Ede, Pays-Bas) autoclavé a 110 °@it additionné d’extrait de levure et dans le
12 min, tamponné par du glycerophosphatit additionné de casitone nous a permis de
de sodium 0.75 mmil—et contenant, dans les classer en 3 groupes distincts. Le pre-
certains cas, de I'extrait de levure ou de lanier groupe était constitué de 3 mutants,
casitone (3 % m/vol). La croissance a étélont la croissance dans le lait était stimu-
suivie par mesure de la densité optique &e tant par I'addition de casitone que par
480 nm apres transparisation du lait par diluFajout d’extrait de levure. Le deuxiéme
tion au 1/16 avec de 'EDTA pH 12 [24]. groupe était constitué de 7 mutants dont la
Certains mutants ont également été cultivésroissance dans le lait était stimulée par
dans un milieu chimiqguement défini (MCD) I'addition d’extrait de levure mais pas par
dans lequel tous les acides aminés étaietinddition de casitone. Enfin le dernier
fournis sous forme libre [19]. Des expé-groupe était constitué de 4 mutants, dont la
riences d’omission d’acides aminés a chaineroissance dans le lait n’était stimulée ni
branchée ont été effectuées dans ce miliepar I'addition de casitone ni par celle
Les croissances a 37 °C dans ce milieu or’extrait de levure. Cette classification nous
été suivies par mesure de la D.O. a 600 nm@ permis dans un premier temps de prédire
en continu dans un lecteur de microplaqueke type de la fonction touchée dans chacun
Microbiology Reader Bioscreen C (Lab- des mutants. Ainsi, les mutants dont la crois-
systems, Helsinki, Finlande). Chaque puitsance dans le lait est stimulée par la casi-
contenait 20QuL de milieu de culture et tone sont vraisemblablement affectés dans la
était ensemencé a 4 % (vol/vol) avec desutrition azotée. Les mutants dont la crois-
cellules lavées et resuspendues dans du tasance dans le lait est stimulée par I'addition
pon phosphate 50 mnibtlpH 7. d’extrait de levure et pas par I'addition de
casitone ne sont probablement pas affectés
dans la nutrition azotée mais dans un autre

2.3. Identification des génes métabolisme.

interrompus

s ont été clonés chéz coliet identifiés 3.2. La voie de biosynthése
par séquencage comme précédemment des purines
décrit [14]. Le kit Dye Terminator ainsi
gu’un séquenceur 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, EU) ont
été utilisés pour le séquencage de 'ADN

Deux mutants dont la croissance dans le
lait était stimulée par I'addition d’extrait de

. ; 2 . levure mais pas par I'addition de casitone
Les séquences d’ADN ont ét€ analyseegig 1) ataient mutés dans la voie de bio-
avec les logiciels Genetics Computer GrouRy ipage des hases puriques (Fig. 2). Le pre-
sequence analysis de l'universite dypie, siait muté dans le géperC codant
Wisconsin [7] et avec Mail Fasta (National 5 sa|cAR synthétase et le deuxiéme dans
Center for Biotechnology Information). le génepurH codant I'inositol phosphate
synthétase. Ces mutants ont une croissance
quasi nulle dans le lait aprés 8 h de culture.

3. RESULTATS Cette voie de biosynthése doit donc étre

3.1. Mutagenése et obtention active et est essentielle pour la croissance
" de trois groupes de mutants dans le lait de la souche 8ethermophilus
étudiée.

Parmi les 10 000 intégrants, résistants a L’addition d’extrait de levure ou de bases
I'érythromycine, obtenus, 14 ont été retenupuriques (résultats non présentés) dans le
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Figure 1. Courbes de croissance obtenues dans le4qitl¢ lait additionné de casiton&)(ou
d’extrait de levure®) avec la souche sauvage{ ) ou le mutantRurG ).

Figure 1. Growth curves obtained in mili#), in milk containing casitone<}, in milk containing yeast
extract ), with the wild type strain{— ) or with the Pur@utant{---- ).

lait permet de restaurer la croissance optie casitone, soit d’extrait de levure (Fig. 3),
male des mutants. Cela indique que le trangtaient mutés dans les génes de biosynthése
port des bases n’est pas limitant chez ldes acides aminés a chaine ramifiée
souche d&. thermophilugtudiée et que la (AACR ; leucine, valine et isoleucine ; Fig. 4).
guantité de bases puriques dans le lait ebtous avons obtenu un mutant atteint dans le
insuffisante pour une croissance normale dgéneilvB codant I'acétolactate synthétase
la souche. et un mutant atteint dans le géin€ codant

la céto-acide réducto-isomérase.

3.3. La voie de biosynthése des acides Nous avons comparé le taux de crois-
aminés a chaine ramifiée sance maximum, obtenu pour la souche sau-

vage, dans le MCD contenant les trois acides

Deux autres mutants, dont la croissancaminés a chaine ramifiée et dans un MCD
dans le lait était stimulée par I'addition, soitprivé de ces trois acides aminés. En présence

5-phosphoribosyl-pyrophosphate

phosphoribosyl-carboxyamino-imidazole (CAIR)

purC
phosphoribosyl-succinocarboxamide-amino-imidazole (SAICAR)
\

purH

Figure 2. Schéma de la voie de
%14 synthése des bases puriques.
Figure 2. Schematic representa-
tion of the purines biosynthesis
GMP AMP pathway.
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Figure 3. Courbes de croissance obtenues dans le#jtou le lait additionné de casitoré) @vec
la souche sauvage{ ) ou le mutantil¢G--).

Figure 3.Growth curves obtained in mili), in milk containing casitone<}, with the wild type strain
(—) or with the llvC mutant {----).

des 3 acides aminés a chaine ramifiée lebtenir une croissance optimale, car le taux
taux de croissance obtenu est de t12lors  de croissance diminue de deux tiers sans les
gu’en absence de ces 3 acides aminés il N'e3tAACR. Des expériences complémentaires
que de 0,4 1 (Fig. 5). Pour la souche de portant sur 12 autres souches industrielles
S. thermophilugtudiéela biosynthése des deS. thermophilusmontrant que la voie de
AACR est donc active puisqu’il y a une biosynthése des AA,CR est aussi active,
croissance dans le MCD sans lle, Leu eindiquent donc que ce caractére semble
Val. Toutefois, elle est insuffisante pourrépandu dans cette espece (résultats non

pyruvate pyruvate
+ +
pyruvate cétobutyrate
acétolactate acéto-hydroxybutyrate
acétoine ¥ \
cétoisovalérate cétométhylvalérate
Figure 4. Schéma de la /
biosynthése des acides
aminés a chaine ramifiée. /
Figure 4. Schematic rep-
resentation of the branched /

chain amino acids biosyn-
thesis pathway. Leu Val Ile
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Figure 5. Taux de croissance obtenus par la souche sauvge (e mutant IIvB (ou le mutant IivC)
(m) dans différents milieux MCD (I pour isoleucine, V pour valine et L pour leucine).

Figure 5. Growth rates of the wild type strainl{ and the IlvB (or IlvC") mutant @) in different chem-
ically defined media (I for isoleucine, V for valine and L for leucine).

présentés). La comparaison des taux de La nécessité de synthése des bases
croissance de la souche sauvage dans perriques pasS. thermophilugst liée a la
MCD privé de Leu et lle avec celui dans lepauvreté du lait pour ces bases. Ghdac-
MCD privé seulement de Leu (Fig. 5) tis, cette méme voie de biosynthese est éga-
montre un effet inhibiteur de l'isoleucine. lement nécessaire pour une croissance régu-
Les taux de croissance obtenus sont de 0,9l&re dans le lait [18]. Le rOle des bases
0,3 hrlrespectivement. La présence d’llepuriques dans cette croissance peut étre
dans le milieu semble donc réprimer la syndirect (fourniture des bases pour les acides
thése de la leucine. nucléiques) ou indirect. En effet, chez le
En paralléle, nous avons réalisé la croisl2ctocogue, les bases sont des précurseurs

sance des mutariteB etilvC en MCD total de régulateurs de stress, acide en particu-
ou sans lle, Leu et Val. En présence deker [20].
3 AACR le taux de croissance obtenu est En ce qui concerne la voie de biosynthése
similaire & celui de la souche sauvage alorges AACR, nous avons montré qu’elle était
gu’en absence des 3 AACR, il y a absenctonctionnelle ches. thermophilugomme
totale de croissance. pour les souches delactisd’origine végé-
tale, alors que ce n’est pas le cas pour les
souches laitieres de lactis[9, 10] ou pour
4. DISCUSSION Leuconostoc mesenteroid&$. La voie de
biosynthese des AACR, quand elle est fonc-
L’obtention de clones d8. thermophi- tionnelle, est soumise a des phénoménes de
lusdont la croissance dans le lait est affecrégulation a différents niveaux, et en parti-
tée par une mutagenése au hasard, nougw@ier a des phénomenes de rétro-inhibition.
permis d’identifier 2 voies de biosynthése|l semble que ce soit également le cas chez
fonctionnelles chez cette espéce, qui condS. thermophilugFig. 5). Ces résultats sont
tionnent la croissance optimale dans le laita rapprocher de ceux de Braquart et al. [2]
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qui avaient observé un effet négatif de REFERENCES

I'ajout d’isoleucine au lait sur la croissance
deS. thermophilus (1]

Chez les autres bactéries, les géihes
sont organisés en opéron. Chez la souchg
de S. thermophilu€tudiée, nous avons
séquencé un fragment d’ADN contenant
4 phases ouvertes de lecture ayant des ho
logies avec les génélyD, B, N et C de
L. lactiset semblant également étre organi-
sées en opéron [8]. De plus, nous avons mis
en évidence un promoteur et un terminateur
respectivement en amont et en aval du géng
ilvC. Ce dernier géne peut étre transcrit indé-
pendamment des autres geiteuisque
des expériences de Northern ont permis la
mise en évidence du transcrit correspondaqg]
a ce gene [8]. Cette transcription indépen-
dante du genitvC a déja été observée chez
d’autres bactéries, comnte coli[28] et
Corynebacterium glutamicufd3], mais
pas chez les autres bactéries lactiques.

L'acétolactate, substrat de la céto-acidé’]
réducto-isomérase (llvC) se situe a un
carrefour métabolique. En effet, c’est un(z
intermédiaire dans la synthése de la leucine
et de la valine, mais aussi dans la voie de
formation de l'acétoine. Cette transcription(8]
indépendante du gérleC, pourrait, chez
S. thermophilusg@viter I'accumulation de
l'acétolactate, potentiellement toxique. De
cette fagon, elle jouerait un réle similaire a9l
celui de I'acétolactate décarboxylase de
L. lactis qui permet la formation de I'acé-
toine a partir de l'acétolactate [11]. De plusyq;
la voie de I'acétoine joue un rble dans le
maintien du pH interne des bactéries en
changeant les métabolites acides en com-
posés neutres, et participe également a [@1]
régénération du NAD[21, 25].
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