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Resume

Vibrnio costicoda est une bactérie halophile modérée qui
se développe sur une vaste échelle de concentrations en NaCl
(0.2 - 3.5 M), avec une culture optimale en présence de 1 M NaCl
(Forsyth et Kushner, 1970). L'augmentation de la concentration
en NaCl du milieu de culture de 0.5 M a 1 M NaCl résulte en
un développement de l'halotolérance des bactéries, comme mis
en évidence par une meilleure capacité des bactéries cultivées
4 1 M NaCl (= bactéries tolérantes) & transporter l'acide
alpha-aminoisobutyrique (AIB) en présence de 3 M et 4 M NaCl

par rapport a celles cultivées a 0.5 M NaCl (= bactéries

sensibles).

L*'aspect énergétique du transport d'AIB est étudié sur les
bactéries cultivées 4 1 M NaCl. Le potentiel électrochimique
de membrane diminue de 170 a 100 mV quand le pH extérieur
augmente de 5,7 a 9.0. Cette diminution a lieu malgré une
forte augmentation du potentiel de membrane 3 cause du gradient
de pH qui diminue progressivement, s'annule a pH 7.5 et
s'inverse au-dela de pH 7.5. L'activité respiratoire, le taux
de transport d'AIB et le potentiel de membrane ont tous les
trois des profils de pH similaires avec un optimum a pH 8.5-9.0.
Le potentiel de membrane et le transport d'AIB montrent des

réponses similaires a divers inhibiteurs métaboliques et a
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l'environnement ionique, en particulier la formation et le
maintien du potentiel de membrane et le transport d'AIB
requiérent la présence des ions Na'. La dissipation du potentiel
électrique par le cation triphénylméthylphosphonium abolit

le transport d'AIB sans affecter fortement la respiration.

Ces résultats, avec ceux obtenus par l'induction de sources
d'énergie artificielle, indiquent que le potentiel électrique
est une force essentielle au transport d'AIB et que le taux

de transport est maximisé par la présence supplémentaire d'un
gradient de Nnat. ce gradient de Nat est établi par l'activité
d'un antiport Na+/H+ qui peut convertir la force protomotrice
créée par l'efflux de protons au cours de l'activité respira-
toire. Cet antiport Nat/Ht joue aussi un rdle dans la régulation
du pH cytoplasmique des bactéries a pH alcalin, expliquant

leur capacité a se développer de maniére optimale sur une large
échelle de pH, allant de 6.5 a4 9.0, L'étude cinétique révéle

3 effets des ions Nat sur le transport d'AIB: (1) une augmen-—
tation de 1'affinité du systeme de transport pour 1'AIB

(Ky diminue) ( ﬁwﬁj(O.Z M); (2) une augmentation de la vitesse

maximale Vma du transport (0.2 M<[Na+]<l M); (3) une diminution

X

de la Vma sans changement de K (ﬂwaﬂ'>l M),

X t

Les bactéries cultivées a 0.5 et 1 M NaCl ont toutes les

deux un systeme de transport d'AIB de constante Kt trés voisine

qui fonctionne le mieux a pH alcalin. Les bactéries cultivées
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a 0.5 M NaCl peuvent rapidement développer un systéme de

transport d'AIB halotolérant par incubation dans le milieu de

culture complexe contenant 1 M NaCl, m&me en présence d'un inhi-
biteur de la synthése protéique. La tolérance de leur transport d'AIB
4 3 M NaCl peut &tre développée par incubation en solution saline

1 M NaCl, mais la présence de substances particuliéres dans

la solution saline d'incubation, telle la bétaine, est nécessaire
pour qu'elles développent un transport d'AIB tolérant a4 4 M NaCl.

Les bactéries cultivées a4 1 M NaCl conservent un systéme de

transport d'AIB tolérant 3 3 M NaCl aprés incubation en solution

saline 0.5 M NaCl, mais un simple lavage en solution 0.5 M NaCl

rend leur transport d'AIB sensible a 4 M NaCl.

Les fortes concentrations en NaCl provoquent la plasmolyse
des bactéries tolérantes et sensibles, et inhibent fortement
leur respiration. Les bactéries tolérantes gardent une activité
respiratoire endogéne double de celle des bactéries sensibles,
mais la différence dans l'halotolérance de l‘'activité respiratoire
entre les bactéries tolérantes et sensibles est moindre que celle
observée dans le transport d'AIB. Par contre, les bactéries
tolérantes peuvent mieux conserver leur teneur en ATP intracellu-
laire en présence de 3 et 4 M NaCl que celles sensibles. Les
résultats suggérent que la différence d'halotolérance observée
entre les bactéries cultivées a 0.5 et 1 M NaCl réside
dans leur différente capacité a établir et maintenir un potentiel

de membrane en présence de fortes concentrations en sel.
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Abstract

Vibaio costicolda is a moderately halophilic bacterium
which can grow over a wide range of concentrations of NaCl
from 0.2 to 3.5 M with optimal growth at 1 M NaCl (Forsyth
and Kushner, 1970). Increasing the NaCl content of the
growth media from 0.5 to 1 M results in the development of salt-
tolérance in the bacteria, as show by a better ability of the
bactéria grown in 1 M NaCl (= tolérant) to transport alpha-
aminoisobutyric acid (AIB) in the presence of 3 or 4 M NaCl

than those grown in 0.5 M NaCl (= sensitive).

The energetics of AIB transport was studied on bacteria
grown in 1 M NaCl. The electrochemical membrane potential stea-
dily decreases from about 170 to 100 mV as the pH of the medium
is adjusted from 5,7 to 9.0, This decline occurs despite a large
increase in the membrane potential, because of the loss of the
pH gradient that decreases to zero at pH 7.5, and reverses above
pHo 7.5 . Respiratory rate, AIB transport, and membrane
potential all exhibit similar profiles with optima at pH 8.5-9.0.
The membrane potential and AIB transport show similar responses
to various metabolic inhibitors and to the ionic environment;
both the formation (and/or maintenance) of the membrane potential

and AIB transport require the presence of Na‘t ions. Dissipation

of the membrane potential with triphenylmethylphosphonium cations
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abolishes AIB transport without greatly affecting respiration.
These results and those obtained with artificially established
energy sources suggest that the electrical potential is obli-
gatory for AIB transport and that for maximum rates of transport
a Na+ gradient 1is also required. This Na+ gradient is established
by a Na+/H+ antiport activity which may convert the protonmotive
force created by the proton efflux during respiration to the
gradient. A role for Na+/H+ antiport activity in cytoplasmic

pH regulation at alkaline pH can also explain the broad pH range
for optimal growth from 6.5 to the alkaline extreme of pH 9.0.
Transport kinetics reveal three effects of Na+ ions; the

first to increase the apparent affinity (Kt) of the transport
system for AIB (lﬂaﬁ](O.Z M); the second to increase the

maximal velocity (Vmax) of transport (0.2 M(ﬁﬂa+]<l M); and the

third to decrease the V__  without affecting K. ( [Na¥>1 m).

Bacteria grown at 0.5 M and 1 M NaCl have both an AIB transport
system with a very similar Kt with optimal activity at alkaline pH.
Bacteria grown in 0.5 M NaCl can rapidly develop a halotolerant
AIB transport system during incubation in the complexe growth
medium containing 1 M NaCl, even in the presence of an inhibitor
of protein synthesis. Tolerance of their AIB transport to 3 M
NaCl can be developed by their incubation in saline solution
containing 1 M NaCl, but certain substrates, such as betaine,
are required in the incubation saline solution containing 1 M

NaCl to develop tolerance of AIB transport to 4 !1 NaCl.
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Bacteria grown in 1 M NaCl retain an AIB transport system tolerant
to 3 M NaCl after incubation in saline solution containing
0.5 M NaCl, but AIB transport becomes sensitive to 4 M NaCl

after washing the cells in saline solution containing 0.5 M NacCl.

High NaCl concentrations induce plasmolysis and strongly
inhibit respiration of both tolerant and sensitive bacteria.
Although tolerant bacteria retain an endogenous respiratory rate
twice higher than sensitive cells, the difference in the
halotolerance of their respiratory activities is less marked
than that observed by AIB transport. However, the tolerant
bacteria are better able to retain their internal ATP content
in the presence of 3 and 4 M NaCl compared to sensitive cells.
These results suggest that the difference in the halotolerance
observed between the bacteria grown in 0.5 and 1 M NaCl is due
to the difference in their ability to establish and maintain

a membrane potential in the presence of high salt concentrations.
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1. Introduction

1. Halophilisme: définition.

Le chlorure de sodium est nécessaire a tous les animaux a sang
chaud et sa répartition géographique a affecté la colonisation de
vastes régions et influencé le cours de l'histoire (Bloch, 1963).
Pendant des siécles, il fut le moyen essentiel de conserver la
nourriture contre la détérioration microbienne (Troller et
Christian, 1978). La majorité du sel était obtenue par évaporation
solaire de l'eau de mer (Baas-Becking, 1931), et de nombreuses
bactéries et autres microorganismes se sont adaptés et peuvent
proliférer en présence de concentration élevée de sel (parfois
jusqu'a saturation, soit environ 5 M NaCl) si les autres conditions
de croissance sont par ailleurs favorables. Le terme "halophile",
dérivé du grec '"halos" et "philus", signifiant respectivement
"gel" et "aimant" fut alors introduit pour désigner les micro-
organismes qui requiérent la présence de NaCl pour se développer

(Larsen, 1962; Gibbons, 1969),



2. Ecologie des microorganismes halophiles.

Parmi les sites naturels extr@mement salés, la Mer Morte en
Israél, et le Grand Lac Salé aux Etats-Unis restent les plus
étudiés. Pendant longtemps, par leur coloration rouge (die a
la présence de caroténoides), les bactéries halophiles extrémes
(genres #Halobacterium et Halococcus) ont été considérées comme les
seules occupantes de ces environnements extrémes. Mais la présence
d'algues (Junaliella) dans la Mer Morte a été rapportée (Nissen-
baum, 1975); et des protozoaires, des artémies (Axtemia salina),
des algues (Ounaliella salina, 0. viridis) ont été signalés
dans le Grand Lac Salé (Post, 1977). Plus récemment, dans les
lacs alcalins Wadi Natrum en Egypte, de nombreuses bactéries,
bactéries phototrophiques (fctothiorhodospina), cyanobactéries,
des algues eucaryotes (Junaliedla) ainsi que certains zooflagellés

ont été identifiés (Imhoff et al., 1979).

Les localisations de choix pour les microorganismes halophiles
plus modérés et halotolérants sont les aliments salés. Ainsi,
divers organismes, parmi lesquels des Micrococcus, Sarcina,
Searatia, spirochétes et levures furent accusés de détériorer
des peaux et poissons salés par leur pouvoir protéolytique et
pour la plupart d'entr'eux de causer une pigmentation rouge
(Lochhead, 1934; Scott, 1957). Des espéces de Vibaio halophiles
(V. alginodyticus, V. parahaemoldyiticus) responsables de nombreuses

gastroentérites au Japon, se développent sur les poissons
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(Sakazaki, 19609). V. costicola fut isolé pour la premiére fois

sur du bacon en Australie (Smith, 19038).

La mer contient aussi ses bactéries, en général des batonnets
mobiles Gram-négatifs et non pigmentés. La plupart d'entr'eux
appartiennent aux genres Pseudomonas, V.ibrio, Achromobacter,et
Flavobacterium. Des espéces sporulantes peuvent &tre localisées
dans les sédiments marins (Larsen, 1962). Les bactéries marines
peuvent &tre cultivées supr un milieu faiblement salé (0.2 3 0.5 M
NaCl), mais sont souvent inhibées par de fortes concentrations en

sel (Macleod, 1968; Kakimoto eZ ad., 1974). Quelques champignons

marins ont aussi pu &tre isolés (voir Jennings, 19083).

3. Classification.

La tolérance au sel de certains organismes, 1'halophilisme a
divers degrés pour d'autres ont conduit Larsen (1962) & élaborer
une classification. Reprise par Kushner (1978), cette classifi-
cation répartit les microorganismes en 6 catégories: (1) non-
halophile, (2) faible—halophile, (3) halophile-modéré, (4)
halophile extréme limite, (5) halophile extréme, et (6) halo-

tolérant (Tableau 1).



Catégorie Zone optimale de culture Exemples

non-halophile inférieure a 0.2 M NaCl la plupart des Eubactéries et des
microorganismes d'eau douce

faible-halophile 0.2 - 0.5 M NaCl de nombreux microorganismes marins

halophile-modéré 0.5 - 2.5 M NaCl bactéries dont certains Vibrio,
Pseudomonas, Micrococcus,
quelques algues

halophile extréme 1.5 - 4,0 M NaCl Ectothiorhodospina
limite Actinopodlyspora halophilda (actino-
mycéte)

halophile extréme 2.5 = 5,2 M NaCl Halobactenium, Halococcus

halotolérant non-halophile, mais Staphylococcus aureus, flalomonas
peut supporter NaCl elongata,
de fagon trés variable Cocchochldonris elabens (algue bleu-vert)
selon les espeéces gquelques levures et champignons

Tableau 1. Classification des microorganismes selon leur réponse au sel, (D'aprés

Kushner, 1978).



Les bactéries halophiles extrémes regoivent un intérét tout
particulier, non seulement par leur adaptation et croissance
dans un environnement de teneur en NaCl supérieure a 3 M NaCl,
mais aussi par la présence d'une protéine membranaire unique, la
bactériorhodopsine qui leur fournit de 1l'énergie en jouant 1le
r8le de pompe a protons (voir Stoeckenius et al., 1979), et
par leur appartenance au groupe des Archaebacteria, a cdté des

bactéries méthanogénes et thermoacidophiles (Woese, 1081).

Les bactéries phototrophes du genre Ectothiorhodospirna (Raymond
et Sistrom, 1969; Imhoff et Truper, 1077) et l'actinomycéte
Actinopodyspora halophila (Gochnauer et al., 1975) forment un
groupe marginal entre les bactéries halophiles modérées et
halophiles extrémes, puisque leur limite inférieure de croissance
en NaCl est plus élevée que celle des halophiles-modérées,
mais leur limite supérieure n'atteint pas celle de la saturation,

caractéristique des bactéries halophiles extrémes.

Les bactéries halophiles-modérées peuvent en général se
développer sur une vaste échelle de concentrations en NaCl
(0.5 & 3.5 M). De nombreuses bactéries responsables de détério-
ration alimentaire appartiennent a cette catégorie. Peuvent
aussi s'y rattacher les bactéries marines qui exigent la pré-

sence de 0.5 M NaCl pour se développer, comme Vibaio para-

haemodyticus (Morishita, 1980).,Chez certains organismes, la



limite inférieure de concentration en NaCl de croissance varie
avec la température: ainsi Planococcus halophilus ne requiert
qu'une infime quantité de NaCl (10 mM) pour se développer a
20°C, mais au-deld de 25°C, sa croissance n'est rendue possible
qu'en présence de 0.5 M NaCl spécifiquement, (Novitsky et
Kushner, 1975; 1076). La corrélation d'une croissance a limite
supérieure de température plus élevée de NaCl dans le milieu

de culture n'est pas particuliére a P. halophilus, Des effets
protecteurs du sel ont aussi été obtenus sur la bactérie marine
psychrophile V.ibzrio marinus, dont la limite supérieure de
température est de 10.5°C a une salinité de 0.7 % et de 21.2°C a
3.5 % (Stanley et Morita, 1968), sur des bactéries lactiques
(Pediococcus homari) et certains Lactobacidlus (Goldman et ad.,
1963) et encore sur Sadmonella (Matches et Liston, 1972; Tesone
et el., 1981), Staphylococcus aureus, Eschenichia coli, Strep-
tococcus faecalis, Bacidlus cereus, Clositridium sporogenes, et
Closztaidium pernfringens (Tesone et ad., 1981)., Chez la bactérie
halotolérante S. aureus, la limite supérieure de température
pour la croissance, production d'entérotoxine, coagulase et
nucléase thermostable peut &tre augmentée de 2°C si la culture
contient 1 M NaCl ou 1 M KCl ou encore 0.4 M MgCl, (Hurst et al.
1980). Des changements dans les propriétés des membranes cellu-
laires influengant les transports de substrats pourraient 8tre
a l'origine des effets "température-salinité" observés (Ishida

et ad., 1974). Toutefois le mécanisme n'est pas encore &lucidé.
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Ces effets suggérent aussi une révision de la classification des
bactéries halophiles et halotolérantes en tenant compte du

facteur température de croissance.

4, Tolérance au sel.

1. définition de l'activité de l'eau:

Les effets des différents facteurs environnants, tels la
sécheresse ou l'addition de solutés au milieu de culture sur la
physiologie microbienne ont été pendant longtemps déterminés en
fonction d'un seul facteur général, l'activité thermodynamique
de 1l'eau (Scott, 1957). Par définition, l'activité de 1'eau
(aW) est la mesure de l'eau libre dans un systéme: quand un
soluté est dissous dans l'eau, une partie de l'eau lui devient
liée, diminuant ainsi la quantité d'eau libre disponible., En
termes thermodynamiques, il y a diminution de 1l'entropie
quand un soluté est dissous dans 1l'eau. Il y a aussi une dimi-
nution de la pression de vapeur, qui peut s'exprimer selon la

loi de Raoult:

P _Na
ol P et P, sont respectivement les pressions de vapeur de la
solution et de 1l'eau; N; et N, les nombres de moles de soluté

et de solvant.



Le rapport P/P, est numériquement égal a la valeur de l'activité
de la solution, l'activité de l'eau de 1l'eau pure étant de 1.
Les pressions de vapeur peuvent &8tre déterminées de maniére
directe manométriquement (voir Corry, 1973), mais les mesures
par méthodes indirectes (par mesure de conduction électrique,
résistance capacitance...) sont de plus en plus couramment

employées (Troller, 1083).

Les limites de culture de différentes espéces de microorga-
mismes ont été définies de telle sorte qu'il y ait une valeur

minimale de 1l'a_, en dessous de laquelle l'organisme ne peut pas

w
se développer (Tableau 2). Les valeurs sont trés variables

selon les espéces: par exemple la plupart des espéces du genre
Pseudomonas ne peuvent pas se développer en dessous de 0.95 a,
alors que certaines souches de S. auzeus peuvent croitre a

0.86 a. Les procaryotes qui tolérent la plus faible a,, sont
bien évidemment les bactéries halophiles extrémes (0.75 a,).
Certaines levures osmophiles et des champignons xérophiles
peuvent se développer lentement a des a, aussi faibles que 0.61,
La limite absolue pour toute culture microbienne est voisine de

0.60. En dessous de 0.55 a_, 1'ADN est dénaturé (Falk et ad.,

w?
1963)., La plupart des microorganismes ont une a, optimale
supérieure a 0.99, et en général leur taux de croissance ralentit

quand l'aW diminue (Corry, 1973). Toutefois pour certaines

levures et les bactéries halophiles, il existe une limite



Organisme a, Références

limite inférieure

Bactéries:
Pseudomonas aeruginosa  0.94-0.08 Burcik (1950)
Rhizobium 0.96-0,098 Burcik (1950)
Bacidlus subtilis 0.95 Burcik (1950)
Klebsiella aerogenes 0.94 Burcik (1950)
Cschenichia coli 0.93 Burcik (1950)
Micrococcus 0.93 Marshall et al. (1971)
dysodeikticus
Sadmonella oranienburg 0.94 Marshall et al. (1971)
S. typhimunrium 0.92 Clayson et Blood (1957)
Staphylococcus aureus 0.86-0,88 Scott (1953)
Vibrio costicoda 0.86 Kushner (1978)
Paracoccus 0.86 Kushner (1978)

halodenitrificans

Halobacteria, Halococci 0.75 Kushner (1978)
Levures:

Saccharomyces cenevisiae 0,90 (sucre) Brown et Edgley (1980)

S. rouxidi 0.62 (sucre) Brown et Edgley (1980)
0.85 (NaCl)

Debaryomyces handenidi 0.85 (NaCl) Norkrans (1966)

Champignons:

Xeromyces bisporus 0.61 Pitt et Christian (1968)
Asperngidldus 0.75 Pitt (1975)
Penicidldium 0.80 Pitt (1975)

Tableau 2. Exemples de limite inférieure d'a, pour la culture de

divers microorganismes.



supérieure de l'aw. Par exemple, la moisissure Xeromyces
bisporus ne se développe pas si 1'a, est supérieure a 0.97 et

Halobacternium a une limite supérieure voisine de 0,93.

2. mécanismes théoriques de l'halophilisme:

Pendant longtemps, les biologistes furent rétissants a 1'idée
qu'un systéme vivant pouvait fonctionner en solutions de sel
saturées et voulurent expliquer la physiologie halophile dans
un milieu intérieur dilué. Il est maintenant reconnu que le
milieu cellulaire n'est pas dilué (Brown, 1964), et la physio-
logie cellulaire doit &tre expliquée en termes d'un intérieur

qui est thermodynamiquement ajusté a l'environnement.

Un microorganisme répond a une nouvelle situation physico-
chimique essentiellement en 2 phases, suivies d'une troisiéme,

représentant 1'état parfaitement adapté (Brown, 1976):

Phase l: Quand une cellule est transférée dans un milieu de

plus faible a elle doit procéder a un rapide ajustement

W’
thermodynamique. Cet ajustement, d'une durée de quelques minutes,
voire quelques secondes, implique un flux d'eau et un choc

osmotique transitoire qui dans des cas extrémes peut &tre

léthal.



Phase 2: Si l'organisme a passé avec succés la premiére phase
d*'ajustement thermodynamique, il entre dans la seconde phase
d'adaptation. Au cours de cette étape, il répond aux nouvelles
conditions environnantes par des changements dans son métabo-
lisme, ses processus de transport, les activités, régulations
et biosynthéses de ses enzymes. Ce réajustement physiologique
complexe requiert de 1l'énergie et est bien plus lent que la

phase 1, de l'ordre d'une génération.

A la suite de ces deux phases, l'organisme devient complétement
adapté a son nouvel environnement et est phénotypiquement
différent de ce qu'il était dans les conditions initiales. C'est
par son comportement au cours de cette phase 3 qu'un organisme
peut &tre classé comme halotolérant ou halophile selon son
aptitude a se développer normalement dans un environnement a
forte salinité. Brown (1976) a proposé 2 types essentiels de
mécanismes qui, en théorie, pourraient expliquer la phase 3 de
l'halophilisme:

Mécanisme 1:

Les protéines d'un organisme tolérant sont fondamentalement et
généralement différentes de celles correspondantes d'un organisme
non tolérant et sont mieux adaptées a fonctionner dans des
conditions extré@mes. C'est le cas des bactéries halophiles
extrémes qui exigent la présence de fortes concentrations de

sel pour survivre (voir Lanyi, 1974).



Mécanisme 2:

Les protéines des organismes tolérants et non tolérants sont
essentiellement similaires, mais 4 de faibles a,, des modifica-
tions dans les conditions intracellulaires diminuent les effets
inhibiteurs de l'environnement et gardent ainsi fonctionnels
les systémes enzymatiques. C'est par exemple le cas de l'algue

verte DJunaliella et des cellules eucaryotes xérotolérantes

(Brown, 1978).

3. osmorégulation chez les procaryotes:

Tous les microorganismes capables de se développer 3 de
faibles a,, accumulent des solutés de nature inorganique et/ou
organique pour augmenter leur pression osmotique interne, de
telle sorte qu'elle devienne légérement supérieure & 1l'osmola-
rité du milieu de culture. Ces solutés n'inhibent pas l'activité
enzymatique (d'ol leur dénomination de "soluté compatible') et
sont définis comme substances qui a forte concentration
protégent les enzymes contre l'inhibition et l'inactivation
(Brown, 1976). Ils jouent ainsi un double rble: ce sont a la

fois des substances osmotiquement actives et des agents pro-

tecteurs de l'activité enzymatique.



a) les bactéries halophiles extrémes:

Parmi les procaryotes, ce sont sans aucun doute les bactéries
halophiles extréme qui offrent 1l'exemple le plus frappant
d'adaptation. C'est par ltaccumulation de fortes concentrations

+, a la place de Na+, que ces bactéries équilibrent leur

de K
pression osmotique 3 travers la membrane cellulaire. Ainsi,

le gradient int/ext (KT intracellulaire/K" extracellulaire)

peut atteindre 1000/1 (Ginzburg et al., 1971) et 4 trop

faible concentration dans le milieu de culture, les ions Kt
peuvent devenir un facteur limitant pour la croissance de ces
bactéries (Gochnauer et Kushner, 1069). Dans un milieu contenant
3.3 M NaCl, #Hadlobacterium cutirubrum peut accumuler 5.32 M

KC1 (Matheson et al., 1976) et #. salinarium 4,6 M KCl en
présence de 4.0 M NaCl (Christian et Waltho, 1962), Il a aussi

été calculé que k¥ peut représenter 30 4 40 % du poids sec de

H. halobium (Gochnauer et Kushner, 1971),

L'état des ions KV 3 1'intérieur des cellules reste un sujet
controversé (Brown et Sturtevant, 1980). Des études de réso-
nance magnétique nucléaire suggérérent que les ions kt étaient
présents sous forme liée (Cope et Damadian, 1970), mais dans une
étude plus récente, Shporer et Civan (1977) montrérent que la
ma jeure partie des ions kKt étaient libres dans la cellule. Par

ailleurs, Lanyi et Silverman (1972) ne purent mettre en évidence



de liaisons de K+ dans des pites de cellules lysées par gel et
dégel de #H. cutinubrum, Plus récemment, Brown et Sturtevant
(1980) et Brown et Duong (1982) mesurérent 1'état de l'eau chez
H. halobium par calorimétrie & balayage différentielle et
chaleur de dilution et conclurent que les ions KT étaient

libres a 1l'intérieur du cytoplasme.

Chez #. halobium, les ions kt sont rapidement accumulés en
présence de lumiédre. Cette accumulation est neutralisée non
pas par un efflux de protons mais par celui des ions Na+, et
la source d'énergie pour ce transport est le potentiel de mem-
brane (Wagner et al., 1078)., La présence de canaux membranaires
sélectifs aux ions kT ou l1'intervention d'ionophores a K+
sont des mécanismes possibles qui ont été proposés pour l'entrée
de kt dans les cellules, mais ils restent actuellement sans
preuves suffisantes (Wagner et al., 1978). Les gradients d'ions
Na+/K+ transmembranaires pourraient avoir une fonction d'énergie
tampon: ainsi, le maintien du niveau d'ATP et la mobilité de
H. halobium placé dans des conditions anaérobiques & l'obscurité
dépend de 1 'amplitude des gradients Na+/K+, les ions K¥ diffu-
sant vers l'extérieur et les ions nat entrant dans la cellule.
Si la solution d'incubation ne contient pas d'ions Na+, 1'ATP
intracellulaire diminue rapidement et les cellules perdent

leur mobilité (Brown et ad., 1983).



Les enzymes des bactéries halophiles extrémes répondent au
sel de maniére variable et peuvent &tre classées en 3 catégories
(Kushner, 1078):

(1) celles inactives en absence de NaCl ou KCl et dont
l'activité optimale requiert la présence de 2-4 M (NaCl ou KCl).
Ainsi, l'aspartate transcarbamylase de #. cutirubrum est dénaturée
irréversiblement en quelques minutes si la concentration en sel
est inférieure 3 2 M (Norberg et al., 1973);

(2) celles qui ont une activité optimale en présence de
0.5 & 1.5 M NaCl ou KC1l et sont inhibées par des concentrations
plus élevées, telle l'isocitrate deshydrogénase de #. salinarium
(Aitken et Brown, 1972);

(3) celles qui ont la plus grande activité en absence de sel
et sont inhibées par les fortes concentrations. La synthétase
des acides gras (Pugh et ad., 1971) est une de ces rares
enzymes. Son inhibition par les fortes concentrations de sel

peut expliquer 1la faible proportion d'acides gras formés par

ces organismes.

Il est désormais bien établi que les protéines des bactéries
halophiles extrémes présentent un caractére acide, et qu'une
partie des cations (Na+,K+) jouent un rdle dans la neutralisation
des charges négatives. Le maintien des interactions hydrophobiques
requiert aussi la présence de sel, mais la plupart des protéines

-~

sont mieux stabilisées par Na+ que par K+ (Lanyi, 1974), a



l'exception des ribosomes. Les ribosomes de #. cutirubrum sont
stables seulement en présence de 4 M KCl et ces ions ne peuvent
pas 8tre substitués par NaCl (Bayley et Kushner, 1964). Le
cytoplasme de #. salinarium contient une forte concentration de

Cl™ (3.6 M) qui pourraient neutraliser une partie des ions K+

(Christian et Waltho, 19062).
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* les solutés compatibles:

L'accumulation de K' en réponse & une augmentation de la
pression osmotique du milieu est le mode essentiel d'adaptation
des bactéries halophiles extrémes, mais ce processus d'halo-
tolérance peut &tre rencontré chez d'autres bactéries, aussi
bien halophiles—-modérées, halotolérantes, marines que non-
halophiles (Tableau 3). C'est en fait sur fschenichia codi,
dans un milieu non nutritif que @rskov (1948) découvrit le
premier que la plasmolyse des cellules dlie &2 une diminution
de l'a, du milieu pouvait @tre rapidement renversée si le milieu

contenait a la fois des ions K+ et des substrats et que cette

réversion s'accompagnait d'un transport actif de K+.

Certaines molécules organiques contribuent aussi a 1'osmo-
régulation des bactéries non-halophiles, halophiles-modérées,
marines et halotolérantes. Ce sont essentiellement les acides

aminés proline, glutamate et leurs dérivés glutamine, acide
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Organisme

Références

nron-halophile:

Sadmonella oranienbung

Cscherichia coll

Klebsiella aerogenes
marin:

Alteromonas haloplankitis

Vibrio alginodyticus

halophile-modéré:

Vibrio cositicoda

Paracoccus halodeniitrificans

Pseudomonas No 101
Bactérie non identifiée

halotolérant:

Staphylococcus aureus
Rhizobium japonicum

Rhizgobium sp UMKL 20
ot

Christian (1955 b)
Epstein et Schultz (1965)

Tempest et Meers (1968)

Thompson et MaclLeod (1973)

Unemoto et Hayashi (1979)

Christian et Waltho (1962)
Shindler et al. (1977)

Christian et Waltho (1962)
Sadler et al. (1980)

Masui et Wada (1973)

Matheson et al. (1076)

Christian et Waltho (1964)
Yelton et al.(1983)

Yap et Lim (1983)

Tableau 3. Accumulation de k* en réponse au choc osmotique chez

diverses bactéries.



3/—-aminobutyrique (Measures, 1975; Brown et Stanley, 1972;
Tempest et al.,, 1970a) qui sont accumulés en réponse & 1l'augmen-—
tation de 1l'osmolarité du milieu de culture (Tableau 4).

De plus en plus nombreuses études sur les solutés compatibles
indiquent que la bétaine (dérivé triméthylé de la glycine)

joue un rdle important dans 1l'osmotolérance des bactéries

a c6té du glutamate et de la proline. Ainsi, il fut observé
qu'un apport exogéne de bétaine dans un milieu de forte osmo-
larité léve 1l'inhibition de croissance de Vibrio pencolans
(Dulaney et al., 1968) et encore de &4cherichia codi, Sal-
monedla typhimurium et Klebsiella pneumoniae (Le Rudulier et
Bouillard, 1983). L'addition de bétaine supprime aussi
partiellement 1l'inhibition de la fixation de l1l'azote en milieu
de forte osmolarité chez K. pneumoniae (Bouillard et Le Rudu-
lier, 1983)., L'effet protecteur de la bétaine contre le choc
osmotique fut aussi démontré sur la bactérie halotolérante Ba 1,
isolée de la Mer Morte, chez laquelle elle augmente la résis-—
tance au sel de la chaine respiratoire (Rafaeli-Eshkol, 1968;
Rafaeli-Eshkol et Avi-Dor, 1968). Récemment, Risk ez al.(1982)
démontrérent que lorsque cette bactérie Ba 1 est cultivée sur
une large échelle de concentrations en NaCl (0.6 a 3 M), elle
synthétise de la bétaine proportionnellement a l'osmolarité du
milieu de culture. Des résultats similaires furent observés chez la
bactérie halophile extréme limite phototrophe &ctothiorhodospinra

halochloris (Galinski et Triper, 1982).



Organisme

Acides aminés accumulés

Références

non—-halophile:

Eschernichia coli
Sernatia marcescens
Erwindia caroiovara
Pseudomonas aeruginosa
P. fAduornescens

Klebsiella aenogenes

Sadmoneldla oranienbunrg

S. typhimurium

Sarcina lutea
Clositridium sporogenes
Streptococcus faecalis
Micrococcus dysodeikiticus

Lactobacildlus plantarum

glutamate, GABA? proline
glutamate, proline
glutamate

glutamate

glutamate

glutamate, proline
glutamate

glutamate, glutamine

proline
glutamate, proline

proline
glutamate, glutamine

proline

glutamate, GABA, proline
GABA, proline

proline

glutamate, proline

*%
A

A

Tempest et ad.(1970a)

A

Tempest et ad.(1970a)

A

Tempest et ad.(1970a)
Brown et Stanley (1972)

Christian (1955a)
A

Csonka (1980)
Csonka (198la)

A

A

-o./oo'

- 61



Organisme

Acides aminés accumulés

Références

Bacillus megatenium

B. subtilis

B. subtilis var. Nigen

B. polymyxa
B. cenreus

marin:
Vibrio alginodyticus
V. parahaemolyticus
Beneckea hanveydl

halotolérant:

Staphylococcus aureus

Rhizobium VIR 1001

Rhizobium 4p UMKL 20

proline
glutamate, GABA, proline

proline

glutamate, GABA, proline
proline

glutamate, GABA, proline

proline

glutamate, proline
glutamate

glutamate

glutamine, proline
proline

proline

glutamate

glutamate

A
Tempest et ad.(1970a)

A

Tempest et al. (1970a)
Brown et Stanley (1972)

Tempest et al. (1970a)

A

Unemoto et Hayashi (1979)
A

Makemson et Hastings (1979)

Anderson et Witter (1082)
Koujima et adl.(1978)

A

Hua et al.(1082)

Yap et Lim (1983)

con/-.o



Organisme Acides aminés accumulés Références

Rhizobium japonicum 191 glutamate Yelton et al.(19083)

Halomonas elongata glutamate, glutamine Vreeland et ad.(1983)

Tableau 4. Accumulation d'acides aminés en réponse au choc osmotique mise en évidence chez

diverses bactéries.

POAN)

(GABA™ = acideT;aminobutyrique; A = Measures, 1975).



ot

* mécanismes d'accumulation:

Dans leur étude sur le transport de k¥ chez &. codi, Epstein
et Schultz (1965) mirent en évidence que les bactéries s'adap-
tent rapidement a des changements brutaux d'aw et qu'elles
peuvent maintenir une activité osmotique égale ou légérement
supérieure a celle du milieu environnant en régulant leur
concentration en K¥. Des études génétiques sur le systéme de
transport de &. coli ont permis d'identifier un opéron (Kdp)
dont l'expression est induite par une diminution de pression
de turgescence (Epstein et Laimins, 1980; Laimins et ad., 1981).
Les ions KT intracellulaires seraient sous forme libre, osmo-
tiquement actifs. L'observation que 1l'augmentation de K+
intracellulaire augmente l'osmolarité cellulaire d'environ
moitié de celle du milieu a suggéré que chagque molécule puisse
étre associée avec un anion intracellulaire. Ainsi, 1l'augmenta-
tion de l'osmolarité cellulaire serait égale a celle du milieu
si les anions accumulés avec K' étaient univalents et osmoti-

gquement actifs (Epstein et Schultz, 1965).

De nombreuses bactéries répondent au choc osmotique par une
accumulation accrue de L-proline et/ou L-glutamate. Mais dans
les études réalisées sur milieu complexe (Measures, 1975;
Koujima et al., 1978), il n'est pas possible de déterminer si
l1'augmentation de la concentration interne de ces acides aminés

résulte de la stimulation de leur biosynthése ou de leur trans-



- 23 -

port. Les pools d'acides aminés libres furent aussi examinés
dans un certain nombre de bactéries cultivées & différentes
osmolarités sur milieu minimum, en absence d'acides aminés

exogénes (Tempest et al., 1970a), mais les résultats restent

complexes.

Chez la majorité des bactéries, le glutamate est synthétisé
a partir du 2-oxoglutarate et NH3 par la glutamate deshydro-
génase (GDH). Observant que l'activité de la GDH de Klebsiella
(Aerobacten) aenogenes était trés sensible aux variations de
pH et que 1l'addition de NaCl dans le milieu de culture provo-
quait invariablement un efflux de protons mesurable par l'aci-
dification du milieu, Tempest eZ al.(1970a) suggeérérent que
l'activité de la GDH était stimulée par la variation de pH
intracellulaire dans le sens de synthése de glutamate a partir
de glucose et de NH3, pour restaurer la concentration interne

en H+.

Mais toutes les espéces de Bacidlus qu'ils étudiérent
répondaient au choc osmotique en accumulant a la fois proline,
glutamate et glutamine et & un rythme si lent qu'ils suspecté-
rent la présence d'une voie métabolique autre que la GDH pour

la synthése du glutamate.

C'est en cherchant a expliquer comment A. aezogened pouvait

se développer dans des conditions limitantes en NH,5 en ne conte-
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nant presque pas de GDH qu'ils mirent en évidence cette autre
voie de synthése par la glutamate synthétase (GS) et la
glutamine amide-2-oxoglutarate amidotransférase (GOGAT), par
laquelle la glutamine réagit avec le 2-oxoglutarate pour
former 2 molécules de glutamate (Tempest eZ al., 1970b)
(Figure 1). Ce systéme a maintenant été découvert dans de nom-
breuses bactéries dont certains Bacillus et Measures (1975)
confirma que lorsque les bactéries synthétisent le glutamate
essentiellement par le systeéme (GS-GOGAT), les changements
dans le pool d'acides aminés aprés leur transfert dans un

milieu a plus faible a_ ne concernent pas uniquement le

w
glutamate. Toutefois, Hua et al. (1982) rapportérent récemment
que la bactérie fixatrice d'azote RALzobium WR 1001 accumule

de fortes quantités de glutamate en réponse au choc osmotique
mais que la GDH a une trés faible activité, et que le systeme
(GS-GOGAT), qui est la voie d'assimilation de l'azote chez

cette bactérie, serait la voie de synthése du glutamate dans les
conditions de stress. La régulation de la synthése du glutamate
se révéle fort complexe (voir Tyler, 1978), et peu d'informa-—

tions sont actuellement connues concernant la synthése du glu-

tamate en relation avec l'osmorégulation.

Tempest et al. (1970a) observérent une corrélation entre la
présence intracellulaire des ions K+ et de glutamate, et
suggéreérent que le glutamate contribue & neutraliser les

charges apportées par Kkt 1ors de son accumulation en réponse a



2-oxoglutarate + NH;

(+*NADPH4+H™)
NHy + ATP glutamate glutamate
ADP + Pi glutamine 2-oxoglutarate

(+ NADPH 4 HY)
Réactions:
(1) Glutamate deshydrogénase (GDH)

NH; + 2-oxoglutarate + NADPH + H' — glutamate + NADP* + H,0

(11) Glutamine synthétase (GS)

NH3 + glutamate + ATP ——sglutamine + ADP + Pi

(111) Glutamate synthétase (GOGAT)
Glutamine + 2-oxoglutarate + NADPH + HT__52 glutamate + NADPY

Somme des réactions 11 et 111:

NH3 + 2-oxoglutarate + ATP + NADPH + H+
sglutamate + ADP + Pi + NADPT

Figure 1. Voie de synthése du glutamate a partir de 1'ammoniac

chez Aerobacten aerogenes (D'aprés Tempest et al., 1970b).
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une augmentation de NaCl extracellulaire, répondant ainsi a
la question posée par Epstein et Schultz (1965) (voir p 22).
Measures (1975) apporta un élément supplémentaire & cette
théorie en montrant que la GDH de plusieurs espéces (&. codd,
K. aerogenes, B. subitilis, S. aunreus) était 10 fois plus
active en présence de 500 mM Kt dans le sens de synthése de
glutamate. Dendinger et Brenchley (1980) observérent aussi
une activité 2 fois plus élevée de la GDH chez S. typhimunium

en présence de 500 mM K*.

Il est intéressant de noter que les acides aminés accumulés
par les bactéries en réponse au choc osmotique (glutamate,
proline, glutamine, acide‘&aminobutyrique) sont trés étroi-
tement liés métaboliquement (Figure 2), et que la formation de
glutamate et/ou glutamine sont les principales voies d'assimi-
lation de NH3 pour les bactéries. Si le glutamate porte une
charge négative 4 pH physiologique et requiert un contre-ion

(x*

) pour assurer l'électroneutralité de la cellule, les autres
acides aminés offrent l'avantage d'@tre neutres. Gould et
Measures (1977) émirent l'hypothése que le glutamate était

le soluté compatible employé par les bactéries les moins

osmotolérantes et que les plus osmotolérantes utilisaient la

proline ou l'acide X—aminobutyrique.



Acide
Glutamine ¥ - aminobutyrnique
éo
COOH- (|:H-CH2-(ZH2 -C ~ NHz-CH,- CH, -CH, - COOH

" ‘\\‘?\\i\ ,////‘ﬁ:co
2

COOH - CH - CH,~ CH,- COOH
NH,

l(ZH)
CH,—CH,

| |
_CH CHO
HOOC NH,

l(ZH)

CH,—CH,

/CHZ

H
coon” “NH,

Figure 2. Relations métaboliques entre les principaux acides

aminés impliqués dans l'osmorégulation des bactéries.



- 28 -

L'accumulation d'acide 7£aminobutyrique a été rapportée chez
les rares espéces possédant une glutamate décarboxylase (&. codd,
Clositnridium sponogenes, Strepitococcus faecalis) (Measures,

1975) et jusqu'a présent quelques espéces seulement dont

K. aenogenes (Brown et Stanley, 1972), S. aureus (Anderson et
Witter, 1082), S. Zyphimuaium (Csonka, 198la), #Halomonas elongaia
(Vreeland et al., 1983) sont connues pour stimuler leur synthése
de glutamine en réponse a une augmentation de la pression

osmotique du milieu par NaCl.

En 1955, J.H.B. Christian observa que dans des milieux d'osmo-
larité inhibitrice, les taux de croissance (Christian, 1955) puis
de respiration (Christian et Waltho, 1966; Christian et Hall,
1072) de Sadmonella oranienburg étaient spécifiquement stimulés
par l'addition de proline. Repartant sur ces bases, Csonka et
coll. entreprirent une étude plus approfondie sur le mode d'os-—

morégulation de la proline:

Dans une premiére étape, Csonka (1980) observa que l'inhi-
bition de la croissance de S. Zyphimurium causée par de fortes
concentration de saccharose, NaCl, sulfate d'ammonium ou phos-—
phate de potassium pouvait &tre levée au moins partiellement
par la présence de L-=proline dans le milieu de culture, et
conclut que la L-proline répond de maniére générale a la faible

a, du milieu de culture, et non pas a un soluté spécifique. Il


http://spoAog.en.es
http://aeA.og.enes

- 29 -

mit aussi en évidence que cette stimulation de la croissance dans
un milieu de forte osmolarité est spécifique de la proline en
testant d'autres acides aminés et trouva par des mutants qui ne
peuvent pas convertir la L-proline en glutamate que le catabo-
lisme de cet acide aminé n'est pas nécessaire pour stimuler 1la

croissance.

Dans une deuxiéme étape, il sélectionna des mutants qui
produisent des quantités élevées de proline et observa qu'ils
peuvent se développer avec un temps de doublement de 4 heures
dans un milieu minimal contenant 0.65 M NaCl, comparé a8
heures pour la souche parentale, confirmant le r8le central
de la L-proline dans le développement de l'osmotolérance. Les
niveaux de proline intracellulaire de tous ces mutants sont
régulés de telle sorte qu'ils augmentent en réponse au choc
osmotique. Ainsi, en absence de choc osmotique, 78 % de la
proline synthétisée est excrétée dans le milieu et seulement
22 % reste dans les cellules, alors qu'en présence de 0.8 M
NaCl, seulement 19 % de proline est excrétée et 81 % reste dans
les cellules. Les souches de type sauvage ne contiennent
que de faibles quantités de proline, méme aprés leur culture

dans un milieu & forte osmolarité (Csonka, 1981b).

Csonka (1981lb) envisagea alors 3 mécanismes par lesquels ces
mutants pourraient réguler les niveaux intracellulaires de

proline:
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(1) le stress stimule la synthése de proline;
(2) le taux de synthése est constant, mais la dégradation de
la proline est inhibée;
(3) les cellules ont une plus grande aptitude a retenir 1l'acide
aminé, soit en diminuant son excrétion, soit en la réincorporant
du milieu au moyen d'une perméase.

Deux perméases du systéme de transport de la L-proline de
S. Zyphimurium ont déja été identifiées (Ratzkin et Roth, 1978;
Anderson et ad., 1980; Wood, 1981). Les récentes observations de
Csonka (1982) suggérent qu'il en existe une troisiéme dont la
fonction serait d'accumuler de fortes concentrations de proline
pendant le choc osmotique et dont la régulation serait a l'image
de 1'opéron Kdp qui code pour le transport de K¥ chez €. coldi et
qui est sensible a l'osmolarité du milieu (voir p 22).

Il fut par ailleurs montré que chez &. codi l'accumulation
de L—proline est stimulée proportionnellement & 1l'osmolarité du
milieu extérieur (Britten et McClure, 1962) et que le transport
de proline augmente dans les vésicules de &£. coddi placées dans

des milieux de forte osmolarité (Kaback et Deuel, 19069).

* mécanismes d'osmorégulation:
Comment 1l'augmentation des concentrations de proline, gluta-
mate, acide X;aminobutyrique, glutamine peut-elle résulter en

une meilleure osmotolérance?
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Une réponse possible est que ces solutés permettent de main-
tenir l'osmolarité du cytoplasme & une valeur égale ou légére-
ment supérieure 4 celle du milieu extérieur et évitent ainsi
la deshydratation (Brown, 1976) comme illustré par l'exemple
suivant de Bacillus subZilis cultivé a 0.995 a, (Gould et
Measures, 1977). Dés son transfert dans un milieu 0.97 a
contenant 1 M MaCl, l'extinction optique a 580 nm augmente,
accompagnée d'une contraction des cellules dlie & la deshydrata-
tion osmotique puisque NaCl ne pénetre pas dans les cellules.
La perte d'eau stoppe immédiatement la croissance des bactéries
et l'activité de nombreuses enzymes. Aprés quelques minutes,
de fortes quantités de proline sont accumulées, soit par trans-
port si le milieu en contient, soit par biosynthése, et les
cellules se rehydratent. Le cytoplasme devient alors 1légérement
hypertonique par rapport a l'environnement, et la croissance
reprend, bien qu'a un taux plus faible. Il est évident que,
bien que le métabolisme cellulaire soit arrété pendant la
deshydratation, les réactions impliquées dans l'adaptation
doivent &tre résistantes aux faibles a,- Dans cet organisme,
l1'adaptation nécessite la synthése de nouvelles protéines,
puisqu'elle est impossible en présence de rifampicine ou de

chloramphénicol.

La fonction de la bétaine dans l'osmorégulation est encore
mal connue. La premiére question a élucider est de savoir si

c'est bien la bétaine elle-m@me qui est active ou un dérivé.
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En conclusion de résultats préliminaires obtenus chez certaines
espéces d'Entérobactéries dont A. pneumoniae, la bétaine ne
serait pas métabolisée (Le Rudulier et Bouillard, 1983).
Toutefois, son oxydation a été rapportée chez la bactérie marine
Achaohobactea cholinophagum (Shieh, 1966), de méme que son
intervention dans des réactions de transméthylation (Byerrum

et al., 1956). Son rdle pourrait se situer au niveau de la mem-
brane comme agent de stabilisation (Shkedy-Vinkler et Avi-Dor,
1975). L'hypothése généralement reconnue est que la bétaine,
tout comme les acides aminés,agit en tant qu'effecteur osmotique
et contribue ainsi & augmenter la pression osmotique interne

pour éviter la deshydratation.

Une alternative au r8le de la proline et de la bétaine a été
proposée (Schobert, 1977; Schobert et Tschesche, 1978). Schobert
s'oppose a l'hypothése courante en s'appuyant sur les bases gue
toute protéine dissoute a une activité optimale dans un milieu
de force ionique et de concentration en substances organigues
de faible masse moléculaire définies. Ainsi, si la concen-
tration en solutés augmente par des ions ou des substances
organiques de faible masse moléculaire, il y a compétition
pour l'hydratation et éventuellement précipitation de la pro-
téine. M8me si un reflux de l'eau du milieu dans le cytoplasme
intervient dans la régulation osmotique, 1'équilibre de
concentrations résulterait en une diminution du potentiel de

1'eau, défavorable pour l'hydratation des biopolyméres.



Sa théorie repose sur le fait que la proline est trés soluble

~

dans l'eau (162 g/100 ml H,0 & 25°C) et que c'est une molécule

2
zwitterionique (Tanford, 1980) qui peut donc s'associer a la
fois aux groupes hydrophiles par son groupe carboxylique hydro-
phile et aux groupes hydrophobes par son noyau pyrrole hydro-
phobe (Figure 3). Rendant ainsi hydrophiles les groupements
hydrophobes des protéines qui sont les plus sensibles au mouve-
ment de l'eau, la proline augmente la stabilité et la solubilité
des protéines a forte pression osmotique.

La bétaine est également trés soluble dans l'eau (157 g/100 ml
H,0 a 19°C)., Etant aussi une molécule zwitterionique, avec les
groupements méthyl comme partie hydrophobe et le groupe car-
boxylique comme partie hydrophile, elle pourrait, a l'image de

la proline, stabiliser les groupements hydrophobes des biopo-

lyméres (Schobert, 1977).

* dépendance énergétique:

Les microorganismes exposés au stress osmotique utilisent un
certain nombre de processus pour combattre la deshydratation
et pouvoir survivre et se développer. L'accumulation de solutés
organiques et inorganiques, la synthése des solutés organiques
sont des phénoménes énergétiquement dépendants pour la cellule.
Le colit de la tolérance au stress peut &tre facilement déterminé
sur des organismes hétérotrophes en leur donnant une quantité

connue de source de carbone, La quantité utilisée pour les
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H
/’0---H-—0/
/ Km0
// | SH
/ CH,~CH__
groupe groupe // I NH---O—H
hydrophobe hydrophobe / CH —CH” H/
2
/
A B
Figure 3

A . Représentation schématique des molécules d'eau impliquées
dans un groupe hydrophobe.
B . Représentation schématique de l'association de la proline
avec un groupe hydrophobe.

(D'aprés Schobert, 1977)
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divers processus et pour la croissance peut &tre évaluée par
la production de biomasse et la consommation de carbone. Ainsi,
des calculs effectués sur la bactérie fixatrice d'azote
Klebsiedla pneumoniae révélent que 26 ATP/N, sont suffisants

2

pour la fixation de N_, chez la souche N 20, mais que 61 ATP/No

2
sont requis en présence de 0.3 ou 0.4 M NaCl, 67 ATP/N2 avec
0.5 M NaCl et 82 ATP/N2 guand le milieu contient 0.6 M NaCl
(Rains et al., 1082).

Le maintien des concentrations élevées d'acides aminés a
l'intérieur du cytoplasme requiert aussi de 1'énergie, comme

mis en évidence par l'addition de 1'agent découplant TCS, qui

provogque un rapide efflux de proline (Gould et Measures, 1977).

¢) les algues bleu-vert:

C'est aux frontiéres des mondes des bactéries procaryotes
par leur organisation cellulaire et des plantes eucaryotes
par leurs réactions photosynthétiques que se situent les
algues bleu-vert ou cyanobactéries. Les études sur leur halo-
philisme et halotolérance restent encore peu nombreuses (voir
Golubic, 1980). Toutefois, deux exemples d'osmorégulation
peuvent &tre cités. Le premier concerne l'accumulation d'ions
inorganiques kKt par la cyanobactérie halophile Aphanothece
halophyZica pour ajuster sa pression osmotique interne en

fonction de la concentration externe en NaCl, (Yopp et ad.,



1978). Le second exemple concerne l'accumulation d'un composé
organique, le seul & avoir été trouvé jusqu'a présent dans cette
division des Cyanophyta. Il s'agit du 2-0-Xx-D glucopyranosyl-
glycérol identifé par résonance magnétique nucléaire chez
1'algue Synechococcus (Borowitzka et al., 1980; Norton et ad.,
1982). La voie de synthése de ce glucosylglycérol et les bases
moléculaires pour la régulation de sa concentration cytoplas-
mique ne sont pas encore connues. Ce composé trouvé aussi chez
1 ' autre algue bleu-vert Agmenellum quadrupdicazum (Kollman

et al., 1979) présente une forte analogie structurale avec les
hétérosides des algues rouges (Rhodophyta) (Kauss, 1969), mais
les fonctions osmorégulatrices de ces hétérosides chez les
algues rouges restent encore un sujet controversé (Kremer,
1981). Les analogies structurales des 2-0-«A-D sucre—-glycérol et
leur rdle éventuel dans l'osmorégulation sont d'un intérét

tout particulier dans le domaine de 1l'évolution moléculaire
entre les algues bleu-vert et les algues rouges; ces algues
ayant déja des phycobilisomes immunologiquement similaires

(Kao et al., 1073),

d) applications:

~

L'isolement de mutants de 5. Zyphdimurium qui accumulent de
fortes quantités de proline et acquiérent ainsi le phénotype

d'osmotolérance, et la localisation de la mutation sur un
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plasmide F', de réplication autonome et transmissible par
conjugaison parmi les Entérobactéries (Csonka, 1980) ouvrent

la voie a un nouveau champ d'applications des manipulations
génétiques: l'osmorégulation. Les objectifs sont doubles:

(1) "construire' des organismes qui aident a4 comprendre les
bases biochimiques et physiologiques de 1'osmorégulation;

(2) développer la tolérance d'organismes sensibles,c'est-a-dire
les rendre capables de survivre et de se multiplier dans
l'environnement hostile, dans le but dr'applications économiques
(Figure 4). Ainsi, l'un des objectifs d'importance économique
est l'obtention de souches de Rhizobium qui soient osmotolé-
rantes (Le Rudulier et Valentine, 1982): la salinité des sols
est en effet un probléme de plus en plus grave dans les régions
irriguées (Rains, 1979), et de nombreuses souches de Rhizobium
qui nodulent des cultures de légumineuses sont sensibles au
sel, ce qui affecte le taux de fixation d'azote par symbiose
chez les plantes. Mais en premiére approche, c'est sur Klebsiella
pneumoniae que fut réalisé le transfert du plasmide F' qui
conféra a S. typhimurium la capacité de surproduire la proline
et de développer l'osmotolérance, et il s'avere que la mutation
stimule 1l'activité de la nitrogénase de 10 a 25 fois dans un
milieu d'osmolarité élevée (0.4 & 0.6 M NaCl) (Le Rudulier

et al., 1981; 1982).



a proline \ . . f Synthése accrue de proline )
selection ala
UUU L-azetidine CT CT U ET EI CI
/
k pro- géne @( mutation sur pro-gene
Y, - .

Faible pression osmotique Pression osmotique
externe externe élevée

Figure 4. Transformation génétique pour l'induction de

l'osmotolérance.

Le plasmide F' est porteur du géne de la biosynthése de la
proline (pro-géne). L'addition de concentrations toxiques de
L-azétidine 2-carboxylate, analogue de la L-proline, permet
d'obtenir des mutants surproducteurs de proline conférant le
phénotype d'osmotolérance (D'aprés Rains et adl., 1982).



4, osmorégulation chez les microorganismes eucaryotes:

Parmi les microorganismes eucaryotes capables de s'adapter
dans des environnements hypertoniques, on trouve:
(1) des levures xérotolérantes (= tolérantes au sucre et/ou
au sel selon la dénomination de Brown (1976), et moisissures,
illustrées par Saccharomyces rouxii et Xeromyces bispoarus (voir
Tableau 2 p 9);

(2) les algues halophiles, représentées par quelques espéces

du genre Junaliella.

Les eucaryotes halotolérants et halophiles répondent au choc
osmotique en accumulant de fortes quantités de polyols (en
général le glycérol) ou composés analogues., Cette accumulation
des polyols a au moins 3 fonctions (Brown, 1978):

(1) osmorégulation;
(2) réserve de nourriture;
(3) protection de l'activité enzymatique a faible a_(voir aussi

w
Schobert, 1977).

a) les levures:

Soit la levure xérotolérante Saccharomyces rouxii, qui peut se

développer entre 1.0 a, et 0.62 a  en présence de sucre, et

supporte des concentrations de sel jusqu'a 0.85 a ;s la levure
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non tolérante S. cezevisiae dont la limite de croissance est
0.90 a, en présence de sucre, et la levure halotolérante
Debanyomyces hansenii qui peut &tre cultivée entre 1.0 a, et
0.85 a, en présence de sel (soit de O a 4 M NaCl). Ces levures
produisent toutes les trois du glycérol en réponse a un choc
osmotique, mais leur mécanisme d'osmorégulation est pour
chacune différent:

S. nouxii répond a une diminution de l1'a, du milieu extérieur
en retenant a l'intérieur de sa cellule une plus large proportion
de sa production constante de glycérol;

S. cerevisiae répond en stimulant sa syntheése de glycérol,
mais en n'en gardant qu'une faible proportion constante, ce
qui induit de grandes pertes énergétiques et limite sa tolérance
aux faibles aw;

D. hansenii répond a une augmentation de la salinité du milieu
extérieur 2 la fois en synthétisant davantage de glycérol et

en en gardant une plus grande proportion (Gustafsson et Nor-

krans, 1976; Gustafsson, 1979).

L'étude du métabolisme de S. zouxii et S. cenevisiae révéle
plusieurs différences phénotypiques significatives:

Chez S. nouxii, le glycérol est transporté de fagon active
et non chez S. cenevisiae. De plus, lorsque ces levures sont
cultivées sur un milieu minimal (0.997 aw), S. nouxii est riche

en acide linoléique (C1g:2) et aucun ne peut €tre détecté chez
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S. cerevisiae, Ces deux différences au niveau membranaire ne
sont sans doute pas sans rapport: Walker et Kummerow (1964)

ont en effet mis en évidence une corrélation entre la teneur
d'acide linoléique et l'imperméabilité au glycérol chez les
érythrocytes, d'autre part, la membrane cytoplasmique de
Dunaliedla qui est imperméable au glycérol (Brown et ad., 1082)

)

est aussi riche en acide linoléique et linolénigue (018:3
(Evans et al., 1982; Fried et al., 1982).

Les voies de synthése du glycérol sont aussi différentes
entre S. cezevidiae et S. nouxidi: celle de S. cerevidiae fait
intervenir presque exclusivement la voie de la glycolyse et la
formation de NADHT alors que celle de S. nouxii dépend essen-
tiellement de NADPHT par le cycle des pentoses. Ainsi, la
stimulation de la production de glycérol en réponse au choc
osmotique chez 5. cezevidice a des incidences sur tout 1l'ensem-
ble du métabolisme pour la régénération de NADHY, alors que
celle de 5. aouxidi ne requiert pas de réactions supplémentaires
pour la formation de NADPH+ puisqu'il est déja réduit au cours
du cycle des pentoses (Brown et Edgley, 1980). Un efflux de KT
a été mis en évidence comme réponse au choc osmotique chez
S. cenevisiae et S. rouxdidi, Cet efflux a pour conséquence
d'activer la 3-phosphoglycérol deshydrogénase, enzyme cata-
lysant la réduction de la dihydroxyacétone phosphate en

3-phosphoglycérol, normalement inhibée dans les concentrations
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physiologiques de K+, et par la-méme favorise la synthése de
glycérol chez S. cerevisice (Brown et Edgley, 1980). Par contre,
les activités spécifiques des enzymes de la glycolyse de S.
rouxid ne sont que peu affectées pendant le choc osmotique

(Edgley et Brown, 1983).

b) les algues:

Ce sont quelques espéces d'algues vertes photoautotrophes du
genre unicellulaire sans paroi dunaliella qui représentent les
organismes eucaryotes halotolérants extrémes. Ils sont en effet
capables de s'adapter et se développer dans des milieux dont 1la
concentration en NaCl peut varier de 0.5 M jusqu'a saturation
(environ 5 M NaCl). Le mécanisme responsable de cette unique
halotolérance fait a nouveau intervenir le soluté compatible
glycérol, dont la concentration intracellulaire est proportionnelle
et presque isomolaire a la concentration en NaCl du milieu de
culture. Certaines algues cultivées dans un milieu contenant
4 M NaCl contiennent environ 50 % de glycérol sur la base de
leur poids sec (Ben Amotz et Avron, 1982), L'application
commerciale de Ounalieldla pour la production de glycérol est
actuellement & 1'étude (Ben Amotz et Avron, 19083),

La régulation de Odunadiella avec le glycérol se fait entié-
rement par ajustements biochimiques, c'est-3a-dire que la con-

centration intracellulaire de glycérol est contrdlée par synthése
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et dégradation avec pratiquement aucune perte a l'extérieur de la
cellule (Brown et Borowitzka, 1979), contrairement au cas des
levures S. cezevidiae et S. nouxii précédemment décrit. Quatre
enzymes ont été mises en évidence et un schéma hypothétique
pour le métabolisme du glycérol a récemment &té proposé (Ben
Amotz et Avron, 1982) (Figure 5).

lLa syntheése du glycérol dépend des métabolites photosynthé-
tigues du cycle de Calvin. Elle peut aussi avoir lieu en 1'ab-
sence de lumiére a partir des réserves accumulées, mais qui ne
sont pas osmotiquement actives, par exXemple l'amidon qui est
alors métabolisé par la voie de la glycolyse. Le triose phos-—
phate formé est ensuite réduit en phosphoglycérol et dZphospho-—
ryld comme chez 5. cerevisdiae. Par contre, la conversion du
glycérol en polysaccharides emprunte la voie inverse de celle
suivie par S. zouxii par 1'intermédiaire de la dihydroxyacétone.

Des études cinétiques sur la variation de concentrations
intracellulaires de glycérol au cours de la transition d'un
milieu dilué a un milieu fortement salé indiquent que le pro-
cessus est trés rapide: la synthése de glycérol peut &tre
détectée aprés quelgues minutes de transition; et cette synthése
ne requiert pas la synthése de nouvelles protéines (Ben Amotz
et Avron, 1978; Borowitzka et al., 1977). Toutefois, le siqgnal
qui commande l'osmorégulation n'est pas encore connu. Il peut
s'agir soit d'une variation de concentration de certains méta-

bolites (NADP, ATP, H' ou dihydroxyacétone...) (Ben Amotz et
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Figure 5. Schéma hypothétique de la synthése et de la
dégradation du glycérol chez flunaliella,(Adapté d'aprés

Ben Amotz et Avron, 1082).
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Avron, 1980), soit d'une modification du volume cellulaire
(Brown et Borowitzka, 1979), soit d'un changement dans la
structure lipidique de la membrane (Curtain et adl., 1983). Les
sites de synthése et d'accumulation du glycérol ne sont pas

encore établis (Brown et Borowitzka, 1979).

5. conclusion:

Le probléme fondamental de la salinité auquel les organismes
doivent faire face est l'effet disruptif des ions nat sur la
structure et la fonction des ribosomes et sur les systémes
enzymatiques sensibles au sel.

Pour y remédier, la plupart des cellules bactériennes, ani-
males et végétales ont développé des mécanismes d'exclusion
du Na* et du transport de Cl~. Le plus efficace est sans doute
celui des organismes halophiles extré@mes, puisqu'ils peuvent
se développer dans des solutions saturées de NaCl (5 M) et
garder une faible concentration interne en Nat en utilisant
l'énergie liée aux systémes de transport membranaire (Lanyi,
1982)., Cette stratégie est commune & tous les organismes
halotolérants (Développée dans le paragraphe suivant p 49
pour les procaryotes), mais la perte d'eau qui suit l'exclusion
du sel est compensée différemment par les organismes:

Les bactéries halophiles extr@mes vivant dans un milieu ol

la salinité est trés é&levée et constante accumulent de fortes
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concentrations de KT 3 1la place de Na+. Ces ions servent a
1'équilibre osmotique de l'eau & travers la membrane cellulaire.
Mais bien que les ions KCl soient moins toxiques que NaCl, 1les
protéines, ribosomes et membranes ont di subir certaines modi-
fications dans leur composition et leur nature physico-chimiqgue
pour rester fonctionnels en présence de si fortes quantités de
KC1l.

Les bactéries halophiles modérées ou halotolérantes, et quel-
gues eucaryotes développent une autre stratégie pour une
adaptation rapide dans un milieu ol la salinité est variable,
et souvent plus faible: l'accumulation de fortes quantités
d'acides aminés (glutamate, proline, acide &aminobutyrique,
glutamine), parfois en combinaison avec les ions K+, ou encore
bétaine, sucres, polyols (glycérol). La plupart des enzymes ou
autres constituants cellulaires essentiels restent fonctionnels
en présence de ces grandes quantités de solutés et souvent
l'adaptation ne nécessite pas la synthése de nouvelles protéines.
Par contre, ce mode dradaptation requiert le développement de
mécanismes de contrble qui soient sensibles a l'environnement

et qui régulent la réponse cellulaire.

Du point de vue phylogénétique, on peut se demander pour-
quoi les "anciennes'" bactéries halophiles extré@mes accumulent
des ions inorganiques (K+) alors que les procaryotes et euca-

ryotes accumulent des composés métaboliques de faible poids
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moléculaire riches en énergie, et pourquoi ce sont toujours les
mémes classes de produits qui sont accumulés par des organismes
phylogénétiquement si diversifiés.

Selon Yancey et ad. (1982), l'adoption répétée de quelques
classes de solutés compatibles par des organismes phylogénéti-
quement différents en réponse au choc osmotique peut &tre le
reflet de deux phénoménes importants:

(1) un phénoméne physique, par lequel les interactions physico-
chimiques entre les solutés, l'eau et les macromolécules
déterminent quels sont les types de solutés compatibles avec les
les structures macromoléculaires et leur fonction;

(2) un phénoméne de "simplicité génétique", par lequel, grace

a l'utilisation du systéme de solutés compatibles, les pro-
téines restent fonctionnelles sur une vaste échelle de con-
centrations. Seules les Halobactéries ont été capables de mo-
difier leurs protéines pour se conformer a l'environnement
extrémement salé., Tous les autres organismes devant faire face
a un choc osmotique emploient une stratégie qui demande un
changement génétique minimal, mais qui offre une grande
flexibilité pour une adaptation dans des environnements de

salinité fort variée.

La récente application du génie génétique dans le domaine de
1'osmorégulation a 2 buts essentiels interdépendants: une

meilleure compréhension du phénoméne de l'osmorégulation, et
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le développement de souches tolérantes capables de croitre et

de se reproduire dans un environnement salé. L'aw de 1l'en-
vironnement tend 3 diminuer de plus en plus et il est important
de "fabriquer" des organismes productifs dans des environnements
salés (exemple RAizobium). Le probléme de la salinité n'est
certes pas nouveau, puisque les sols irrigués de la vallée de
1'Euphrate des temps bibliques devinrent si salés que 1les
cultures n'y poussérent plus, mais de mémes dévastations ont
lieu aujourd'hui sur des terres autrefois riches, comme 1les
terres de Mexico irriguées par les eaux de plus en plus salées

du Colorado (voir San Pietro, 1982; Epstein et al., 1980).

A présent, peu d'informations sont connues sur les mécanismes
de tolérance au sel chez les plantes supérieures et les cellules
eucaryotes. Plus de renseignements sont disponibles chez les
microorganismes, tant au niveau physiologique que moléculaire,
et ils sont par 1a-mé8me les modéles de choix pour les manipu-
lations génétiques. En outre 1ils se développent relativement
rapidement dans des milieux simples et sont plus maniables
pour des études moléculaires et génétiques que les plantes.

Mais déja des similitudes apparaissent entre les procaryotes

et les plantes: le r8le des ions inorganiques K+ dans 1l'équili-
bre de la balance osmotique (Rains et al., 1082), l'accumulation
de proline, bétaine, glycérol comme solutés compatibles

organiques (Wyn-Jones, 1980; Jefferies, 1980), Il est évident
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que la compréhension des mécanismes de régulation chez les
microorganismes, et en particulier chez les algues bleu-vert
photosynthétiques et les algues vertes donnera des informations
de bases importantes pour 1'étude de la tolérance au sel chez
les plantes supérieures et aidera a la formation de plantes
halotolérantes , capables d'@tre cultivées sur des terrains

a forte salinité.

5. Le transport de Nat,

1. mise en évidence:

L'aptitude des bactéries 3 se développer en présence de
fortes concentrations de sel dépend de leurs possibilités a
excréter de larges guantités de Na+ du cytoplasme et a les
remplacer par des solutés plus compatibles avec les processus
intracellulaires, soit k* dans le cas des Halobactéries, soit
des acides aminés parfois en combinaison avec K+, sucres, polyols
(glycérol) dans le cas des bactéries, levures, algues, plantes
halophiles et halotolérantes. Les organismes cultivés en présence
de sel doivent donc transporter les ions Nat 3 travers 1la mem—
brane cytoplasmique a un rythme beaucoup plus élevé que lors-
qu'ils se développent dans un environnement peu salé, Toutefois,
l'excrétion des ions Na® du cytoplasme est un phénoméne observé

non seulement chez les procaryotes et eucaryotes halophiles,



mais c'est une caractéristique universelle de toute cellule
vivante (voir revues Crane, 1977; West, 1980). L amplitude

du gradient ([Na+]intracellulaire/[Na&]extracellulaire) est
variable selon l'organisme et la pression osmotique du milieu
(Tableau 5). La formation de ce gradient requiert de 1l'énergie
comme mis en évidence chez la bactérie marine aérobie stricte
Altesomonas haloplanktis, ol les ions Na¥ s'équilibrent de
part et d'autre de la membrane cytoplasmique lorsqu'elle est

placée dans des conditions anaérobiques (Thompson et MaclLeod,

1971; 1973).

2. théorie chemiosmotique:

Dans le cadre de la théorie chemiosmotique, il ne fait aucun
doute que l'éjection de protons est le phénoméne qui préceéde

la translocation des cations (K+, Na©

).

Proposée par Peter Mitchell (1961), la théorie chemiosmotique
se caractérise par des réactions vectorielles a travers une
membrane et 1'établissement d'une différence de potentiel
électrochimique. Cette membrane peut &tre soit la membrane

interne des mitochondries, la membrane thylakoide des chloroplas-

tes, ou soit la membrane plasmique des procaryotes.



[Na"‘] int

Organisme [Na&jext [Naf]int [Na*] oxt Références
(M) (M)
non-halophile:
Salmonedla oranienburg 0.15 0.13 0.87 Christian et Waltho (1962)
marin:
Vibrnio adginodyticus 0.5 0.4 0.8 Unemoto et Hayashi (1979)
1.0 0.6 0.5
1.5 0.8 0.53
Alteromonas haloplankitis 0.3 0.12 0.41 Thompson et MaclLeod (1973)
O 5 0.19 0.37
flalomonas elongata 0.06 0.04 0.66 Vreeland e ad. (1983)
1.38 0.31 0.23
3.41 0.63 0.18
halophile-modéré:
Vibrio costicola 1.0 0.68 0.68 Christian et Waltho (1962)
0.6 0.50 0.84 Shindler et ad. (19077)
1.0 0.58 0.58
1.6 1.09 0.68
2.0 0.90 0.45
Paracoccus 1.0 0.31 0.31 Christian et Waltho (1962)
halodenitrificans 1.0 exp.*  0.11 0.11 Sadler et al. (1980)
stat. 0.51 0.51
3.0 exp. 0.13 0.04
stat. 1.07 0.36

..l/‘..
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Organisme [NQﬂ ext [Naf]int [Na*]int Références
(Na"Jext
(M) (M)
Micrococcus varnlans 1.0 1.17 1.17 Chan et al. (1979)
var. halophidus 4.0 2.11 0.53
Pseudomonas No 101 1.0 0.90 0.90 Masui et Wada (1973)
2.0 1.15 0.57
3.0 1.04 0.35
Bactérie non identifiée 0,6 exp. 0.05 0.08 Matheson et ald. (1976)
0.6 stat. 0.29 0.50
4,4 exp. 0.62 0.14
4.5 stat. 1,01 0.22
halophile extréme:
Halobacterium cutirubrum 3.3 0.80 0.24 Matheson et ad. (1976)
#. salinarium 4.0 1.37 0.34 Christian et Waltho (1962)
flalococcus (Sarcinal 4.0 3.17 0.79 Christian et Waltho (1962)
moarhuae
halotolérant:
Staphylococcus aqureus 0.15 0.1 0.65 Christian et Waltho (1962)

Tableau 5. Exemples de concentrations internes de Nat ([Na+]int) en fonction de 1la

. + . -
concentration externe ([Na ]ext) chez diverses bactéries.

* . .
( exp. = phase exponentielle de croissance;

stat,

= phase stationnaire de croissance)

- 28
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rv
Le potentiel électrochimique//& d'une substance i en

solution est donné A pression constante par:

/a'.i=zi F‘l’+/»i=ziF‘l’+/u<l>+RT Ln (m;f;)

ou Z; = nombre de charge; F = le Faraday; Y = le potentiel
électrostatique du milieu;’pi = le potentiel chimique;
/‘g = le potentiel chimigque dans les conditions standard;

mj = la molarité; f, = le coefficient d'activité.

La différence de potentiel électrochimique pour i de part et

d'autre d'une membrane séparant 2 phases est donnée par:
afly; =z; F a¥+ RT aLn (mfy)

ot AY est 1e potentiel de membrane.

Pour les protons:

Afr = Fo¥- 2.3 R T OpH
Mitchell utilise la notation OAp (force protomotrice ou PMF)
pour désigner la différence électrochimique de protons, en

unités électriques (mV). La PMF est rendue par:
A+
OLp =A:.'— =4Y_ 7z apn

ol Z =2.3RT (4 30°C, Z = 60 mV).

F



La force protomotrice est donc constituée d'une composante
€lectrique AV/(le potentiel de membrane) et d'une composante
osmotique, le facteur -Z ApH, Cette différence de potentiel
électrique et la différence de pH sont 3 l'origine de la synthése

d'ATP et de la translocation des ions.

La théorie chemiosmotique repose sur 4 postulats fondamentaux,
correspondants aux 4 systémes structuraux et fonctionnels de
la Figure 6. Depuis 1'établissement de la théorie (1961), ces
postulats ont été étudiés en détails et sont maintenant consi-
dérés comme des faits réels:

a) une chaine respiratoire ou photorédox assurent 1'éjection
de protons:

Le processus d'oxydoréduction provoque le transfert d'élec-
trons et de protons par une chalne dans le sens thermodynamique
conduisant & une expulsion de protons vers le milieu extérieur
(il s'agit donc d'un mécanisme vectoriel). Les composants de
la chalne sont arrangés a2 1'intérieur de la membrane en boucles

d'oxydo-réduction, dont 1l'équation globale serait:

AHp + 1/2 0, + 2 H' int —— A + H,0 + 2 HY ext

b) des systémes membranaires d'échange-diffusion:

I1 existe des systeémes d'échange-diffusion tels des échanges
électroneutres entre des protons et des cations (antiports) ou
des transports simultanés d'anions et de protons (symports)

pour l'équilibre osmotique et le transport des métabolites.
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extéerieur intérieur
® S
® B © AH,
+ BH2 A
2H = H,0
(a) boucle d'oxydo-réduction o 172 0, + 2H?
: +, o0+ +
(b) antiport C7/ H H c+
A
symports A'/H+; N/HY H
=
ATP
(c) ATPase réversible on? >

FO
F

g ADP +Pi

(d) membrane
couplante

Figure 6. Hypathése chemiosmotique: niveau physiologique,
(Adapté d'aprés Mitchell, 1979).

(ct = cation; A~ = anion; N = molécule non chargée)
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¢) une ATPase réversible assurant le pompage des protons:
Les protons éjectés peuvent &tre recyclés par le fonctionne-
ment d'une pompe a protons membranaire réversible, le complexe

enzymatigue (FlFO) ATPase.

d) une membrane couplante imperméable aux ions:

La membrane interne, qui contient les systemes (a), (b),
(c) est une barriére osmotique non aqueuse, librement perméable
a 1l'eau et pratiquement imperméable aux protons et a la plupart

des autres ions.

3. modes d'excrétion de Na':

a) Nat/ut antiport:

Le systéme de transport de Nat le plus commun chez les bactéries
est 1l'antiport Na+/H+. C'est un systéme de transport secondaire,
consommant l'énergie du gradient électrochimique de protons,
qui est établi par les systémes de transport primaires (chaines
d'oxydoréduction, (FlFO) ATPase).

C'est sur Stzreptococcus fLaecalis que fut mis en évidence le
premier antiport Nat/nt d'origine microbienne, lorsque Harold
et Papineau (1972b) montrérent que l'exclusion de Na¥ était
inhibée par des découplants. Ils isolérent également un mutant

qui avait perdu cet antiport, mais dont les propriétés pouvaient



8tre partiellement restaurées par l'addition de monensine, un
ionophore qui échange spécifiquement les ions Na+ et HT
(Bakker, 1979).

Utilisant les mémes techniques que celles par lesquelles
Mitchell et Moyle (1967, 1969a) mirent en évidence l'antiport
Nat/H* dans la membrane interne des mitochondries, llest et
Mitchell (1974) démontrérent l'existence d'un antiport Nat/H+
chez &. codi. Ainsi, lorsque ¢&. codi est placé dans des conditions
anaérobiques, l'addition de Na+ provogue une acidification de la
suspension cellulaire, qui est partiellement renversée en présence
de CCCP. De plus, l'injection d'une pulsion d'oxygéne provoque
une expulsion des ions H+ par la chalne respiratoire qui rentrent
lentement dans la cellule, mais dont le retour est accéléré en
présence de Nat. La présence de cet antiport chez &. codi a été
confirmée 2 plusieurs reprises et la découverte d'antiport

Na+/H+ a été étendue 3d d'autres bactéries (Tableau 6).

b) Na*/cation ATPase:

Bien que la présence d'un antiport Na+/H+ chez S. ZLaecalis
flt la conclusion logique des expériences menées par Harold et
Papineau (1972 a,b), l'observation que l'application d'une force
artificielle Aw, ApH ou méme un gradient de Na+ ne résultait
jamais en une translocation d'ions Na¥ dans les cellules

sans substrat ne pouvait &tre expliquée et la question de savoir



Organisme

Références

antiport Na+/H+:

Eschernichia coldi

Salmonella typhimurium

Halobacterium halobium

Azotobacter vinelandidl
Adteromonas haloplankitis

Bacillus alcalophidus

Mycoplasma mycoides
Bactérie thermophile PS3
Vibrio costicola

Na+/cation ATPase:

Streptococcus faecalis
Mycoplasma mycoideas

pompe’ a Na+/décarboxylase:

Klebsiella aernogenes

Micrococcus lactilyticus
(= Veillonella alcalescens)

West et Mitchell (1974)
Schuldiner et Fishkes (1978)
Beck et Rosen (1979)

Tsuchiya et Takeda (1979 a,b)
Reenstra et al. (1980)

Tokuda et Kaback (1977)
Niiya et al. (1980)

Lanyi et MacDonald (1976)
Lanyi et Silverman (1979)
Luisi et ad. (1980)
Bhattacharyya et Barnes (1978)
Niven et Macleod (1978)

Mandel et al. (1980)
Guffanti (1983)

Benyoucef et al. (19082)
Goto et adl. (1980)

Hamaide ez ald. (1983)

Heefner et Harold (1982)

Benyoucef et al. (1982)

Dimroth (19082)

Hilpert et Dimroth (1982)

I../...
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Organisme Références
Acidaminococcus fernmentans Buckel et Semmler (1982; 1983)
Peptococcus aerogenes Buckel et Semmler (19083)
Clositnridium symbiosum Buckel et Semmler (1983)
(= C. microsporum)
pompe & Na'/respiration:
Vibrio alginolyticus Tokuda et Unemoto (1982)
V. cositicola Tokuda et Unemoto (1983)
Tableau 6. Les différents types de mécanismes connus utilisés

k3 - > ’ - +
par certaines bacteries pour excréter les ions Na' .
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pourquoi le transport de Na+ est si étroitement 1ié au métabolisme
restait sans réponse. De récentes études indiquent que l'exclusion
de Na® peut &tre couplée plus directement avec l'utilisation
d'ATP, par une Na+/H+ ATPase, sans consommer 1l'énergie du gradient
électrochimique de protons (Heefner et al., 1980). L'échange
Nat/HT est alors sous la dépendance de 1'énergie libérée par
l'hydrolyse de 1'ATP et est électroneutre. Le complexe Na+/H+
ATPase serait formé de 2 sous-unités, 1l'une catalytique et 1'autre
1'antiport Na+/H+, selon le modéle de la pompe modulaire établi
par Heefner (1982) sur les bases que lorsque le systéme de
transport est dissocié soit par une mutation, soit par l'action
d'une protéase, l'activité de l'antiport Nat/HT redevient

dépendante de AP (Figure 7).

Jinks et al.(1978) ont également détecté une ATPase activée
par les ions nat dans des préparations de membrane de Acholeplasma
laidlawii, mais jusqu'd présent aucune évidence ne prouve que
cette enzyme est impliquée dans le transport des ions Na+.

Par contre, les mouvements de Nat et K+ de Mycoplasma mycoides
var. Capai pourraient €tre catalysés par une (Nat-k*) ATPase,
comme celle trouvée chez les organismes supérieurs, en plus d'un

antiport Nat/ut (Benyoucef et al., 1082),
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extérieur intérieur extérieur

intérieur

ATP
H+

ATP

ADP+Pi ADP+Pi

Figure 7. Modéles du transport de NaT:
A. 1l'antiport: les ions Nat et HT sont échangés sous la
dépendance d'un gradient électrochimique de protons;

+ sont

B. la pompe modulaire Na+/H+ ATPase: les ions Na+ et H
échangés sous la dépendance de 1'énergie 1libérée par l'hydrolyse
de 1'ATP (voir texte).

(D'aprés Heefner, 1982).
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c) pompe & Na'/décarboxylase:

Un autre mécanisme de conversion de 1l'énergie récemment
découvert consiste en la formation d'une pompe a Na+ primaire
3 partir d'une réaction enzymatique autre que celle de 1l'hydro-
lyse de 1'ATP catalysée par la (F{Fp) ATPase.

Klebsiella aenogenes peut &tre cultivée sur citrate dans des
conditions anaérobiques en présence d'ions Na+, et Dimroth
(1982) découvrit que les ions Na® sont activement transportés
au cours de la réaction de décarboxylation par l'oxaloacétate
décarboxylase, la deuxidme enzyme impliquée dans la fermentation
du citrate, et enzyme liée a la membrane.

lLa méthylmalonyl-CoA décarboxylase de Micrococcus Lactidyticus
(= Veidloneldla alcalescens) (Hilpert et Dimroth, 1982) et la
glutaconyl—-CoA décarboxylase de Acidaminococcus Lermentans
(Buckel et Semmler, 1982; 19083), de Pepitococcus aernogened et
Clostridium symbiosum(= C. microsporum) (Buckel et Semmler, 1983)
sont les deux autres exemples connus d'enzymes membranaires qui
catalysent le transport des ions Na+ et convertissent ainsi

l'énergie de décarboxylation en un gradient de Na+

La formation d'un gradient de Na+ et d'un potentiel de membrane

en présence de protonophores a conduit Tokuda et Unemoto (19832)



a découvrir que, en milieu alcalin, la bactérie marine Vibadio
aldginolyticus expulse directement des ions Nat par la chalne
respiratoire, sans l'intermédiaire d'un efflux de HY comme supposé
par la théorie de Mitchell (1966). Tout récemment, ces mémes
auteurs identifiérent une pompe & Na™t primaire similaire chez

V. costicola (Tokuda et Unemoto, 1983).

e) conclusions:

Que la force protomotrice joue un rdle dans 1l'exclusion de

+ par le biais d'un antiport Na+/H+ est un fait maintenant

Na
supporté par de nombreuses évidences, mais qui n'apparait plus
comme caractéristique universelle des bactéries.

S. faecalis, A. laidlawii, et M. mycoides sont toutes les trois
des bactéries glycolytiques qui obtiennent leur énergie par
la synthése d'ATP. Or, il a été mis en évidence que le gradient
électrochimique de protons établi par le systéme H+-ATPase est
bien moins large que celui obtenu par la voie oxydative (Kashket,
1981 a,b). Une PMF réduite pourrait favoriser le développement
de mécanismes alternatifs chez ces bactéries tel que 1a Na'/
cation ATPase, et expliquer par ailleurs pourquoi les bactéries
anaérobiques K. aerogenes, M. dlactilyticus, A. feamentans, P.
aernogenes et C. symbiosum établissent en partie leur gradient
de Na¥ en utilisant l1'énergie libérée au cours de décarboxyla-

tions catalysées par des enzymes membranaires (Heefner, 1982;

Buckel et Semmler, 1983).
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La pompe a Na® de la bactérie marine V. alginodyticus et de la
bactérie halophile modérée V. coszticola est considérée comme un
avantage pour l'organisme se développant dans un milieu riche en
Na® (Tokuda et Unemoto, 1982; 1083). Toutefois, il est & noter
que les bactéries halophiles extr@mes vivant dans des milieux
de salinité bien plus élevée (3 a 5 M NaCl) établissent leur
gradient de Na+ par la seule voie de l'antiport Na+/H+ puisqgue
l'halorhodopsine qui avait été considérée comme une pompe & Na™t
(Greene et Lanyi, 1979) est désormais identifiée comme étant
une pompe électrogénique a Cl , activée par la lumidre (Schobert

et Lanyi, 1982; Lanyi et Schobert, 1983).

4. rdle du Nat et des gradients de Na'

Que les ions Na+ jouent un rdle important dans le transport
de substrat chez les eucaryotes est un fait établi depuis déja
longtemps (voir revues Crane, 1977; West, 1980; Eddy, 1981),
par contre chez les procaryotes, bien que leur influence a divers
niveaux du métabolisme soit maintenant connue, leur rdle fondamental
n'est pas encore clairement élucidé.

Tout comme chez les eucaryotes, les ions Na™T peuvent influencer
le transport de nombreux substrats chez les bactéries, méme
parmi celles qui ne requiérent pas la présence de nat pour se
développer (voir Lanyi, 1079). Lorsque leur effet sur le pro-

cessus de transport est une stimulation ou une exigence (Tableau 7),



Organisme Substrat Effet Références
non-halophile:
Eschenrnichia codi B glutamate stimulation Frank et Hopkins (1969)

coldi

colddl

coldi

coddi

codi
coldi
coddi

codil

coll

B (vés.)

K 12

K 12 (vés,)

(bactéries + vés.)

(vés.)

(vés.)

glutamate

glutamate

glutamate

mélibiose

TMG

TMG
TMG
succinate

proline

(K, V)
exigence

stimulation
exigence
exigence

exigence

(Kp N )

exigence

(Ko \)

stimulation

(Ky \)

exigence

stimulation
exigence
stimulation

stimulation
(Vmaxﬁ )

stimulation

Tsuchiya et ald. (1977 a)
Miner et Frank (1974)

Hasan et Tsuchiya (1977)
MacDonald et ad. (1977)

Halpern et al. (1973)

Kahane et ald. (1975)

Tanaka et ad. (1980)

Tsuchiya et al. (1977 b)
Tsuchiya et Wilson (1978)

Lopilato e£ ad. (1978)
Cohn et Kaback (1980)
Rayman et ad. (1972)

Stewart et Booth (1983)

Sorensen et Rosen (1980)

C../...



Organisme Substrat Effet Références

Sadmoneldla typhimunrium TMG exigence Stock et Roseman (1971)
(K, N)
S. zyphimunium (vés.) TMG exigence Tokuda et Kaback (1977)
S. typhimurium mélibiose exigence Van Thienen et ad.(1978)
exigence Niiya et ad. (1980)
(KN )
Bacillus licheniformdis glutamate stimulation MacLeod ez al. (1973)

(bactéries + vés.)

Bacidlus subtildis (vés.) glutamate exigence Kusaka et Kanai (1979)

(K, N)
B. alcalophile AIB exigence Koyama et ald. (1976)

glucose stimulation

8. alcalophile No 10A-2 AIB stimulation Kitada et Horikoshi (1980 a)
B. alcalophile No 8-1 AIB stimulation Kitada et Horikoshi

(Km\,) (1977; 1980 a)
A. alcalophile No 8-1 (vés.) sérine stimulation Kitada et Horikoshi (1980 b)
B. aldcalophilus AIB exigence Guffanti et ad. (1978)
B. alcalophilus (vés.) AIB exigence Bonner et al. (1982)

(K \)

m

B. fLinmus RAB (vés.) AIB exigence Krulwich et al. (1982)

ooo/oco



Organisme Substrat Effet Références

Pseudomonas stutzeni k¥, Pi, exigence Kodama et Taniguchi (1977)
glutamate
P. aenuginosa (vés.) L-leucine stimulation Hoshino et Kageyama (1979)
(Km\)
thréonine stimulation Shiio et ad. (1973)
Brevibactenium tdavum thréonine stimulation Shiio et al. (1973)
sérine
Aerobacten cloacae thréonine stimulation Shiio et ad. (1973)
Seanatia marcescens thréonine stimulation Shiio et ald. (1973)
Micrococcus glutamicus thréonine stimulation Shiio ez ad. (1973)
M. dysodeikhticus succinate stimulation Ariel et Grossowicz
glucose (K_N\) (1974)
L-=valine
flycobacterium phlei (vés.) proline exigence Hirata et al. (1974)
(v A1)
max
Chromatium vinosum AIB, alanine exigence Pettitt et al. (1982)
(KN )
L-aspartate stimulation Cobb et Knaff (1983)

ooo/un.

= 19



Organisme Substrat Effet Références

Alteromonas haloplankitis AIB, D-fucose exigence Drapeau et al. (1966)
A. haloplanktis (vés.) AIB, L-alanine exigence Sprott ez ad. (1975)
Photobacterium fisheni AIB exigence Drapeau et al. (1966)
Vibrio alginoldyticus AIB exigence Tokuda et ad. (1982)

halophile-modéré

Vibrio costicoda AIB exigence Kushner et ald. (1983)
Bactérie halophile Ba 1 proline stimulation Peleg et ad. (1980)

halophile extré@me limite:

Ectothiornhodospira succinate, exigence Karzanov et Ivanovsky
shaposhnikovid fumarate, (1980)
malate

halophile extréme:

Halobacternium salinarium L-glutamate exigence Stevenson (1966)
H. halobium (vés.) tous les exigence MacDonald et ad. (1977)
acides aminés (Vmax’a)

halotolérant:

Halomonas elongata AIB exigence Martin et ald. (1983)

Tableau 7. Exemples de transports de substrats activés par les ions Na+ chez diverses
bactéries.

(AIB = acide g-aminoisobutyrique; TMG = méthylPED-thiogalactopyranoside; vés. = vésicules)
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ces ions peuvent intervenir de 3 maniéres différentes:

(a) soit en jouant un rdle de cofacteur: ils induisent un
changement conformationnel de la protéine, la rendant plus
adéquate pour transporter le substrat;

(b) soit en participant a la translocation des métabolites au
travers la cellule (symport, antiport): ils fournissent
l'énergie nécessaire au transport actif en se déplagant au
travers la membrane dans le sens de leur gradient;

(c) soit en influengant la source d'énergie impliquée dans
le transport (exemple: potentiel de membrane): ils ont dans ce
cas un effet plus général sur toutes les fonctions de la membrane

énergétiquement dépendantes.

Les ions Na™ peuvent aussi €tre inhibiteurs comme c'est le
cas du transport d'acides aminés neutres chez SZzeptomyces
hydrogenans (Ring et al., 1976) ou de citrate chez Aerobacter
aernogenes (Eagon et Wilkerson, 1972). Enfin, chez aucune espéce
de Streptococcus, un systéme de transport de sucre ou d'acide
aminé dépendant de Na+ n'a encore été rapporté, laissant supposer
que le gradient de Nat établi par la Nat/HY ATPase intervient

dans d'autres processus que le transport de substrats (Heefner, 1982).

La participation de 1'antiport Nat/HT dans 1a régulation du
pH cytoplasmique est supportée par de plus en plus nombreuses

preuves (voir Padan et al., 1981} Booth et Kroll, 1983). Il


http://aeA.og.enes
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a par exemple été montré chez &. codi que par l'intermédiaire de
l'antiport Na+/H+ les ions Na+ et H+ étaient échangés de maniére
électrogénique 2 pH alcalin, de telle sorte que le pH interne
des bactéries reste plus acide (Schuldiner et Fishkes, 1978).

Les évidences les plus probantes sont sans doute celles
obtenues par la sélection de mutants ayant perdu cet antiport,
et 1'étude de leur comportement. Ainsi le mutant DZ3 de &. codd
qui ne peut plus excréter les ions Na+ perd la faculté de se
développer a pH alcalin (Zilberstein e% al., 1982 a) et
posséde des systémes de transport dépendants de Nat (glutamate,
mélibiose) défectueux (Zilberstein et al., 1982 b). De méme,
lorsque Bacillus alcalophidus ne peut plus excréter les ions Na+,
il ne se développe plus a pH alcalin (pH 8.5-11.5) et ne trans-
porte plus 1'AIB 3 ces pH , avec ou sans Nat. Par contre ce
mutant non alcalophile acguiert la faculté de se développer a
des pH plus acides (Krulwich et al., 1979) et peut transporter
1'AIB & pH acide sans exiger les ions Na® (Krulwich ez al., 1979).
A la suite de ces observations, Guffanti et ad. (1981) ont émis
l'hypothése que tous les systémes de transport dépendants de Na+
(antiport Na+/H+; symports Nat/substrat) ont une sous-unité
commune, a l'image du modéle proposé par Hong (1977), selon lequel

tous les symports H+/substrat partageraient la méme sous-unité H,
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5. considérations évolutionnaires:

Le transport de Na+ a en principe 2 fonctions: excréter les
ions Nat pour garder optimales les activités cytoplasmiques, et
participer aux processus énergétiques de la membrane, soit en
contribuant au transport actif de métabolites, soit en influ-
encant le gradient de protons. D'un point de vue évolutionnaire,
la question est de savoir quel mécanisme vient en premier: le
transport de Na+ est—-il tout d'abord un mécanisme pour maintenir
l'environnement intérieur fonctionnel, ou bien est-il tout
d'abord un mécanisme pour mieux répartir les ressources énergé-
tiques de la cellule?

Skulachev (1978) a émis l'hypothése que le gradient
de Na+ servirait d' "énergie tampon": d'une part l‘'alcalinisation
du pH cytoplasmique dle a la translocation des protons serait
évitée par le biais d'un antiport Na'/H', éventuellement réver-
sible dans des conditions défavorables de pH, et d'autre part
la transformation d'un gradient de Ht en un gradient de Na™t
permettrait d'augmenter la capacité énergétique a travers la
membrane des bactéries, puisque le gradient de pH que la cellule
peut établir est limité par le besoin de maintenir un pH cyto-
plasmique favorable aux fonctions métaboliques. Lanyi (1979)
remarqua que si cette hypothése est bien supportée par les obser-
vations faites sur les bactéries halophiles extr@mes, elle n'est

pas aussi applicable dans le cas de bactéries non halophiles,
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ol le gradient de Nat n‘est guére plus large que celul de H+,

et ol par conséquent l'énergie emmagasinée par un gradient de Na®
n'est pas plus grande que celle conservée par un gradient de H+.
Ainsi, ces questions évolutionnaires sur le transport de Na+

restent entiéres.

6. Propos de la thése.

Vibrio costicola est une bactérie halophile-modérée qui peut
se développer sur une échelle de concentrations en NaCl variant
de 0.2 4 3.5 M. Des résultats préliminaires ont suggéré que la
membrane cellulaire, point de contact entre la cellule bactérienne
et son environnement, puisse @tre un site privilégié pour 1la
compréhension de 1l'adaptation physiologique des bactéries aux
variations extérieures de concentrations en NaCl. En effet,

V. costicola peut transporter 1l'acide y-aminoisobutyrique (AIB)
en présence d'un vaste rang de concentrations en NaCl dont la
limite supérieure dépend de la concentration en NaCl a laquelle
les bactéries sont cultivées. Ainsi, les bactéries cultivées a
1 M NaCl peuvent transporter 1'AIB en présence de 3 M et méme

4 M NaCl, alors que celles cultivées sur le méme milieu mais en
présence de 0.5 M NaCl ont un systéme de transport d'AIB trés
sensible & 3 M NaCl et pratiquement complétement inhibé en

présence de 4 M NaCl (Kushner, 1980).
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C'est 34 partir de cette observation de base qu'a été construite
cette thése. Dans un premier temps, des expériences furent réa-
lisées pour déterminer quelles conditions d'incubation permettaient
a des bactéries cultivées a4 0.5 M NaCl de développer un transport
d'AIB halotolérant, et inversement, sous quelles conditions
les bactéries cultivées a 1 M NaCl perdaient—elles cette capacité
d'accumuler 1'AIB en présence de 4 M NaCl. Mais aucun systéme de
transport n'avait jusqu'alors été étudié chez V. costicola et la
connaissance de principes généraux concernant l'accumulation
de 1'AIB et la génération de l'énergie s'est révélée indispen-
sable. C'est pourquoi, la premiére partie des "Résultats"
présente certaines caractéristiques du transport d'AIB obtenues
sur des bactéries cultivées & leur concentration optimale en
NaCl (1 M) (Forsyth et Kushner, 1970). Cette partie est suivie
de la mise en évidence d'un antiport Na+/H+ et de ses conséguences
pour les bactéries. Finalement 1'étude comparative de la tolé-
rance au sel entre les bactéries cultivées a 0.5 M et celles
cultivées a 1 M NaCl est décrite, abordée au niveau spécifique du
systéme de transport de 1'AIB, et reliée a 1l'ensemble de la

bactérie.
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2.Matériel & Methodes

1. Culture.

Vibrio costicolda NRCC 37001 est cultivé en fiole cdnique
d'Erlenmeyer de 500 ml contenant 100 ml de milieu et incubé 2
30°C avec une agitation constante. Le milieu de culture consiste
en 1 % (poids/volume) protéose-peptone ny 3 (Difco), 1 % (pds/
vol) bactotryptone (Difco), et 0.5 ou 1 M NaCl (pH final 7.6).
La souche est entretenue par repiquages successifs sur milieu
gélosé (1.5 %, pds/vol) de méme composition que le milieu de

culture et conservée a 4°C.

A 1l'exception de 1'étude de la tolérance au sel ou les
bactéries sont cultivées a 0.5 et 1 M NaCl (section 3 des
"Résultats"), toutes les autres expériences de caractérisation
du transport d'AIB et la mise en évidence de 1'antiport nat/nt
sont réalisées sur des bactéries cultivées dans des conditions

optimales de 1 M NaCl (Forsyth et Kushner, 1970).



2. Préparation des bactéries et des solutions salines.

Les bactéries sont recueillies en fin de phase exponentielle
(16 a 18 heures de culture), & une densité de 1.0 a 1.5 mg
(poids sec/ml) et lavées 2 fois avec une solution saline conte-
nant 0.5 ou 1 M NaCl selon la concentration en sel du milieu

de culture, 8 mM KCl, 0.4 mM MgSO4, 0.2 mM KHZPO et 50 mM

4°
tampon TRIS (Tris [hydroxyméthyl] ~aminométhane)-HCl (Trizma-HC1,
Sigma) (pH final 7.2) (ou autrement précisé). Les suspensions
sont utilisées immédiatement a la densité indiquée et gardées

dans la glace dans le cas d'expériences successives ou prolon-

gées.

Pour les études sur l'effet du pH extérieur (pHo), les
solutions salines sont préparées en solution tampon MES
(acide Z[N—morpholinoéthanﬂ sulfonique)=KOH (50 mM) pour les
pH inférieurs a4 7.2, et en solution tampon Tris—HCl pour ceux
supérieurs a 7.2, contenant 1.0 M NaCl, 8 mM KCl, 0.2 mM
KH2PO4 et 0.4 mM MgSO4.

Toutes les autres solutions salines (2 M, 3M, 4M NaCl;
1 M KCl; 1 M LiCl; 1 M NH4Cl; 1 M Choline-Cl), ou toute
solution contenant un mélange de sels sont préparés en solu-
tion Tris-HCl (50 mM), avec l'addition des mémes ions minéraux

KCl (8 mM), MgsO, (0.4 mM) et KH,PO

8.8) (ou autrement précisé).



- 76 -

3. Mesure du volume intracellulaire.

L'espace d'un culot de bactéries (cultivées a 1 M NaCl)
occupé par l'inuline (carboxyl[l4C}inuline 0.2 mg, 2.5 FCi/mg),
1'urée (P4Q]urée, 0.1 mM, 1.5 uCi/pmol) et le raffinose
CH] raffinose, 0.1 mM, 0.54 PCiCpmol) est comparé a l'espace

total déterminé par gravimétrie (Maloney et ad., 1975).

Les marqueurs radioactifs sont ajoutés a 5 ml de bactéries
en solution tampon Tris (1 M NaCl, pH 7.2) a une densité de
2 mg (poids sec)/ml. Aprés incubation -d température ambiante
pendant 15-20 min, les tubes sont centrifugés (10 min, 7700 x g).
Les culots sont extraits avec 1 M HClO4. La radiocactivité des

extraits et des surnageants dilués 10 fois avec HC10, (1 M)

est déterminée dans 5 ml d'Agquasol (Jarrell et Sprott, 1981).

4. Mesure du gradient de protons (A pH).

Le pH intracellulaire des bactéries (cultivées a3 1 M NaCl)
est mesuré par la distribution d'un acide faible lipophilique
14C]DMO (5,5-diméthyl-2,4-0oxazolidinedione) ou d'une base
faible [14q:néthylamine entre l'espace intracellulaire des
bactéries et le milieu (Rottenberg, 1975). Les bactéries sont
incubées a une densité de 1.1 mg (poids sec)/ml pendant 20 min

-

a 30°C dans des solutions contenant 1 M NaCl 3 différents pH
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avant que ne soit ajouté le DMO (2.6 JRED 55.4 pCi/Fmol) pour
les pHL7.6, ou la méthylamine (8.92 pM, 56 pCi/pmol) pour

les pH>7.2. Aprés 20 autres minutes d'incubation, les bactéries
sont centrifugées dans une microcentrifuge (Fisher, modéle 235)
(2 min, 13000 x g), et les culots sont extraits avec 1 M HC1O,.
La radioactivité des extraits et des surnageants dilués 10 fois
avec HClO4 (1 M) est déterminée dans 5 ml d'Aquasol. Des
bactéries sont aussi incubées a pH 7.2 en présence de[14d]urée
(0.1 mM, 1.5 pCi‘pmol). L'espace occupé par l'urée, molécule
librement perméable (voir "Résultats" p 99 ) permet de connaltre
le volume total (intracellulaire et extracellulaire) des

culots de bactéries et de calculer ainsi le % de pénétration
des autres marqueurs, en supposant que le volume intracellu-
laire des bactéries ne varie pas avec le pH extérieur. Le pH
des surnageants est mesuré avec un Orion digital pH métre. Le
pH interne est calculé pour le DMO d'aprés la formule de

Mitchell et al., 1979):

DMOint (1 + 10

DMOext

ApH = pH; - pHy = log pKa—pHo) _ 1gPKa—pHo

en prenant 6.3 pour la valeur du pKa du DMO (Addanki e al., 1968).
Pour la méthylamine, le pH interne est calculé suivant
Maloney et al. (1975). Le 8pH représente la différence entre

le pH interne (pHi) et le pH externe (pHo).
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Poupr déterminer l'effet de NaCl sur le pHi de Vibalo
cositicoda, les bactéries cultivées 2 1 M NaCl sont lavées 2
fois avec des solutions Tris-HC1l contenant soit 1 M NaCl, soit
1 M KC1l (pH final 7.0 ou 9.0). Pour réaliser l'essai dans des
conditions anaérobiques, les bactéries sont transférées dans
des bouteilles a sérum de 60 ml, & une densité de 30 a 40 mg
(poids sec)/ml et placées sous atmosphére d'azote (pur sans
oxygéne) pendant au moins 30 min & la température ambiante.
Des échantillons de chaque suspension sont ensuite transférés
avec une seringue Hamilton dans la méme solution anaérobique
respective placée dans d'autres bouteilles a sérum fermées
sous atmosphére d'azote, et contenant la[l4C]méthylamine
(8.92 uM, 56 FCi/Pmol) ou la[l4C]urée (0.1 mM, 1.5 PCi/Pmol).
Les bactéries sont alors incubées 2 une densité voisine de
1 mg (poids sec)/ml pendant 20 min & 30°C, puis centrifugées
dans une microcentrifuge et traitées comme précédemment. La
méme expérience est aussi réalisée dans des conditions

aérobiques.

5. NMesure du potentiel de membrane (AY).

A?’est déterminé en mesurant l'accumulation d'un cation
lipophilique, le triphénylméthylphosphonium (TPMP+), en pré-
sence de l'anion tétraphénylboron (TPB™) (!Maloney et ad., 1075)

Les bactéries cultivées & 1 11 NaCl sont incubdes 3 une densité
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de 0.5 mg (poids sec)/ml pendant 20 min a 30°C dans la solution
saline indiquée avant d'ajouter le[BH]TPMP+ (lO‘PM, 10 yCi/Pmol)
et 2 pm TPB™. Aprés 20 autres min d'incubation, 0.5 ml sont
filtrés sur filtre (Millipore 0.45 Pm) ayant été trempés

dans de l'eau contenant 10 fM TPMPY non radioactif (Shioi et ad.,
1980) et lavés immédiatement par 5 ml de solution identique a
celle d'incubation sans TPMPY ni TPB™. L'accumulation de TPMP™T
est corrigée pour les liaisons non spécifiques du marqueur en
soustrayant les cpm obtenus en filtrant un échantillon de
bactéries juste aprés l'addition de[?H]TPMP+ et avant celle

de TPB~. Les filtres sont solubilisés au moins 12 heures en
présence de 5 ml d'Aquasol avant que la radioactivité ne soit
comptée. Le potentiel de membrane est calculé d'aprés la

formule de Nernst AY= 60 1og (TPMP*; /TPMPY__ 1) (Rottenberg,

ext
1975).

La force protomotrice totale Ap est calculée en remplagant
AAV et ApH par leurs valeurs dans 1l'équation Ap = Ay _ Z ApH,

-~

avec Z = 60 mV & 30°C (Mitchell, 1966)(voir p 53),.

Dans le test de l'effet des alcools sur AY, les alcools
sont ajoutés aprés les 20 min d'incubation des bactéries

quelgues secondes avant le[SH]TPMP+. Leur concentration finale

est de 20 mM,



6. Etude métabolique des différents marqueurs.

Les bactéries sont incubées avec les marqueurs radioactifs
pendant 20 min a pH 7.2 en présence d'urée et de raffinose,
et au pH optimal de l'accumulation du DMO (pH 5.5) et de la
méthylamine (pH 9.2), et pendant 30 min en présence d'AIB au
pH optimal de 8.8. Les bactéries sont ensuite centrifugées
et le surnageant (Sl) est conservé. Les culots sont traités
par 0.1 ml de n-butanol pendant 15 min & 80°C. Puis 0.3 ml
d'eau sont ajoutés et 1l'incubation est poursuivie pendant
15 autres min a 80°C (Jarrell et Sprott, 1981). La suspension
est centrifugée 10 min dans une microcentrifuge (Fisher,
modéle 235), et le surnageant (S2) est conservé. Les surna-

geants (S1) et (S2) sont examinés par chromatographie:

urée: silica gel G, 250 pm d'épaisseur (Analtech); solvant,

chloroforme-méthanol-eau (70:50:10, vol/vol);

préalable traitée pendant 1 min avec 4 g NaHSO3 en solution
dans 80 ml d'eau et 120 ml d'éthanol, séchée a l'air et activée
a 100°C pendant 30 min (Cook, 1976); solvant, acétate d'éthyle-

méthanol-acide acétique-eau (60:15:15:10,v0l/vol);

DMO:silica gel G 250 pm d'épaisseur (Analtech)

; solvant,

chloroforme-méthanol (90:10, vol/vol);
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solvant, isopropanol-éthanol-eau-HCl (75:75:45:5, vol/vol).

AIB: silica gel G, 250 pm d'épaisseur (Analtech); solvant,

n—propanol—NH4OH (70:30, vol/vol},.

Les Re des composés originaux urée, raffinose, DMO, méthyl-
amine, et AIB, déterminés par autoradiographie sont respecti-

vement 0.62, 0.07, 0.77, 0.57, et 0.46.

7. Culture sur milieu synthétique.

C'est sur le milieu synthétique SGP (Shindler, 1976) contenant

1 M NaCl, 72 mM K2HP04, 8 mM KHZPO 0.41 mM MgSO4, 37.4 mM

4’

NH,Cl, et 15.1 mM (NH,).,SO, (pH 7.6) que la capacité de Vibaio
41550,

4
costicolda a utiliser divers substrats comme seule source de
carbone et d'énergie est testée, La concentration finale des
substrats glucose (Anachemia), glycérol (Anachemia), saccharose
(Anachemia), bétaine (Sigma) est de 20 mM, celle de 1'inuline
(Sigma) est de 5 g/l. Ces milieux sont stérilisés par filtra-
tion sous vide (filtres Nalgéne, 0.20 Fm) et 50 ml sont placés
dans des fioles Erlenmeyer de 500 ml stérilisées. L'inoculum
consiste en une faible quantité de bactéries ayant été culti-
vées la nuit précédente sur milieu complexe gélosé (voir para-
graphe 1 p 74). Les cultures sont incubées & 30°C et vigoureu-
sement agitées. La croissance est évaluée par mesure de la
densité optique 4 660 nm (spectrophotométre Perkin-Elmer Coleman,

modéle 575).



8. Transport d'AIB.

Les bactéries sont incubées a une densité de 0.5 mg (poids
sec)/ml pendant 20 min a 30°C dans les solutions salines
indiquées. L'AIB (.[14c]A1B, 200 pM, 0.5 pCi/pmol) est ajouté
et des échantillons (0.5 ml) sont filtrés sur filtres d'acétate
de cellulose (Millipore, 0.45 Pm) en général aprés 1 et 30 min
(ou autrement précisé), et lavés immédiatement avec la méme
solution gue celle d'incubation, sans AIB. Les filtres sont
placés dans 5 ml de cocktail Scintiverse (Fisher), Aquasol
(New England Nuclear) ou ACS (Amersham), et la radicactivité
est comptée sur 5 ou 10 min.

Pour tester l'effet des alcools (jouant le r8le de donneurs
d'électrons), les alcools sont ajoutés 3 la fin du temps d'in-
cubation des bactéries, a une concentration finale de 20 mM,
quelques secondes avant 1'AIB.

Lors de 1'étude de l'inhibition du transport d'AIB par
d'autres acides aminés non radioactifs, les bactéries sont
incubées en solution Tris-HCl1 (1 M NaCl, pH 8.7). Les acides
aminés sont alors ajoutés a une concentration finale de 20
ou 500 fM’ immédiatement suivis par le[l4é]AIB (20 pM, 4 ucis
Pmol). Le transport est mesuré par filtration dans les condi-
tions de vitesse initiale, aprés 30 sec et 1 min.

Pour les expériences de cinétique, lorsque les bactéries

cultivées & 1M NaCl sont incubées 3 une densité de 0.5 mg
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(poids sec)/ml pendant 45 min a 30°C dans des solutions salines
contenant de faibles concentrations en NaCl (50, 100, 150, et
200 mM), la pression osmotique de ces solutions est ajustée a

1 M avec respectivement 0.95, 0.90, 0.85 et 0.80 M KC1 (pH
final 8.7). Le[14C]AIB (2 pCi/pmol ou 4 pCi/pmol) est ajouté

d des concentrations finales variant de 5 a 50 pM (3 0.1 M
NaCl) ou de 20 & 200 pM (0.05 M NaCl) et 1l'accumulation d'AIB
est mesurée dans les conditions de vitesse initiale apreées

30 sec, par filtration comme précédemment décrit. La repré-
sentation [AIB]/V en fonction d'[AI?]est choisie pour déterminer
les paramétres cinétiques (Hammes, 1982). Le coefficient de
corrélation des courbes est généralement supérieur a 0.903,

et les paramétres cinétiques sont calculés par régression

linéaire (calculatrice scientifique EL-5103,Sharp).

Dans l'étude du transport d'AIB dans les fortes concentra-—
tions en sel, les bactéries sont incubées a une densité de
0.1 & 0.2 mg (poids sec)/ml a 30°C dans les solutions contenant
0.5, 1, 3, ou 4 M NaCl (pH final 7.2). Le['*c]AIB (200 M,
0.5 fCi(Pmol) est soit déjé présent dans ces solutions salines,
soit ajouté aprés 45 min d'incubation. Le transport d'AIB est
mesuré comme décrit en téte de paragraphe.

Pour tester 1l'effet du pH extérieur sur 1l'halotolérance du
systéme de transport d'AIB, les bactéries cultivées a 0.5 et

1 11 NaCl sont incubées a une densité de 0.5 mg (poids sec)/ml
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pendant 45 min a4 30°C dans les solutions salines contenant
0.5, 1, 3, ou 4 11 NaCl (pH final 7.2 ou 8.7), avant que le
[14C]AIB (200 pM, 0.5 pCiCpmol) ne soit ajouté. Le transport
d'AIB est mesuré par filtration comme précédemment décrit apreés
1 et 30 min d'accumulatiom.

Pour les expériences de cinétique en relation avec la tolé-
rance au sel, les bactéries sont cultivées a 0.5 et 1 M NaCl et
incubées 3 une densité de 0.5 mg (poids sec)/ml pendant 45 min
a4 30°C dans les solutions salines contenant 0.5 et 1 M NaCl,
et 3 M NaCl pour les bactéries cultivées a 1 M NaCl (pH final
8.7). Le [14C]AIB (4 FCi/ymol) est ajouté a des concentrations
finales variant de 5 & 50 PM' L'accumulation d'AIB est mesurée

par filtration aprés 30 sec et les courbes de cinétique sont

tracées comme précédemment décrit.

9. Efflux d'AIB.

Les bactéries sont incubées a une densité de 0.7 4 1.0 mg
(poids sec)/ml pendant 30 min & 30°C en présence de[14C]AIB
(200 PM, 0.5 FCi(ﬂmol) dans les conditions optimales d'accumu-
lation (1 M NaCl, pH 8.8). Les bactéries sont ensuite centri-
fugées (10 min, 7700 X g) & 4°C et remises en suspension dans
la m&me solution saline que celle utilisée pour le transport,
mais sans AIB. Des fractions de cette suspension bactérienne

sont alors diluées a une concentration finale de 0.25 a 0.50 mg



(poids sec)/ml dans des solutions salines contenant 1 M KC1,
LiCl, Choline-Cl ou NH4Cl (pH final 8.8). Aux temps indiqués,
des échantillons (0.5 ml) sont filtrés et traités comme pour
la mesure du transport d'AIB. Les bactéries gardées dans la
glace en solution 1 M NaCl (pH 8.8) ne perdent pas de guantité

significative d'AIB au cours de l'expérience.

Pour l'étude de 1l'effet des fortes concentrations en NaCl
sur 1'efflux d'AIB, les bactéries cultivées a 0.5 et 1 (1 NaCl
sont incubées A une densité de 0.5 mg (poids sec)/ml pendant
45 min & 30°C dans les solutions salines contenant respecti-
vement 0.5 et 1 M NaCl (pH 7.2). Le [**c]a1B (200 pm, 0.5 pcis
Pmol) est alors ajouté et le transport est mesuré comme précé-
demment décrit. Aprés 30 min d'accumulation, de faibles quan-—
tités de NaCl solide (g) sont ajoutées dans certaines fioles
d'essais pour atteindre les concentrations de 3 et 4 M NaCl.
Les cristaux de NaCl sont dissous par vive agitation en moins
de 15 sec. Le transport d'AIB est poursuivi pendant 30 autres
min, comme précédemment décrit, en prenant soin de laver les
échantillons filtrés de 3 et 4 M NaCl avec des solutions salines

de mé8me concentration en NaCl.
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10. Transport d'AIB en réponse a des sources d'énergie créées

artificiellement.

Les bactéries cultivées a 1 M NaCl sont lavées 2 fois avec
les solutions Tris—HCl contenant soit 1 M NaCl, soit 1 I KC1
(pH final 7.0 ou 9.0). Les bactéries sont ensuite transférées
dans des bouteilles & sérum de 60 ml, & une densité voisine de
30 mg (poids sec)/ml et placées dans des conditions anaérobi-
ques par un courant continu d'azote (pur sans oxygene) pendant
au moins 30 min, & température ambiante. Les suspensions sont
alors incubées & 30°C et & intervalles, 100 pl sont transférés
avec une seringue Hamilton dans des bouteilles a sérum simi-
laires contenant 5 ml de la solution de transport (1 M NaCl;
pH 9.0;[14Q]AIB, 5 pM, 10 pCi/pmol) sous atmosphére d'azote.
Des échantillons de 0.5 ml sont filtrés en fonction du temps et
lavés avec la méme solution anaérobique que celle utilisée

pour le transport sans AIB.

11. Mesure de la respiration.

La respiration est mesurée avec une électrode 3 oxygéne Y.S.I.
(Yellow Springs Instrument Co, modéle 5331), directement reliée
a un enregistreur. L'électrode plonge dans la solution saline
d'essai (5 ml) agitée uniformément par agitation magnétique. Un
systéme fermé de circulation d'eau autour de la fiole d'essai

permet de contrdler la température & 30°C.
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Les bactéries (1.0 mg poids sec) et les substrats (concentra-
tion finale 20 mM) sont ajoutés avec une seringue Hamilton.
Une réponse instantanée dans la consommation d' oxygéne peut
8tre observée. C'est le taux initial de la respiration (en
général de 2 a 3 min) qui est mesuré dans 1l'expérience de la
tolérance aux fortes concentrations en sel et l'oxydation de
divers substrats (succinate, glucose, glycérol, méthanol,
éthanol, propanol ou butanol). Par contre, les effets du pH,
des inhibiteurs et de divers ions (KC1l, LiCl, NH4Cl, Choline-
Cl) sur la respiration sont mesurés aprés incubation des
bactéries pendant 20 min & 30°C. Pour 1l'étude de l'influence du
pH extérieur sur la respiration, le pH de chaque suspension
bactérienne est déterminé aprés la mesure de la respiration,
avec un Orion digital pH métre. Pendant tout le temps des
expériences, les bactéries sont conservées dans la glace

sous aération constante (parfois pendant 4 heures).

Du fait que la solubilité de l'oxygene est variable selon
la force ionique du milieu et la nature des ions en solution,
1'appareil est calibré avec chaque solution saline différente
saturée en air sans bactéries, et la quantité d'oxycéne dissous
de chaque solution est déterminée chimiquement par iodométrie
selon la technique de Winkler (1888) (voir Rodier, 1971,

Taras, 1971).



12, Mesure de 1'ATP.

Un ml de suspension de bactéries de densité 0.5 mg (poids

té

[0}

sec)/ml est ajouté a 1 ml HClO4 (12 %, vol/vol) ayant
refroidi dans la glace. Le mélange est laissé pendant 20 min
dans la glace avant d'8tre neutralisé par une solution conte-
nant 0.72 M KOH et 0.16 M KHCO3 (Bagnara et Finch, 1972).

La détermination de 1'ATP est réalisée par réaction avec le
complexe luciférine-luciférase (Sigma) sur le canal 34 d'un

compteur a scintillation (Stanley et Williams, 1969).

L'extraction de 1'ATP est réalisée sur les suspensions de
bactéries aprés la derniére filtration & 30 min du transport
d'AIB. Dans le cas particulier de 1'étude de la tolérance au
sel, les bactéries sont cultivées a 0.5 et 1 M NaCl et
incubées pendant 45 min a 30°C dans des solutions contenant

0.5, 1, 3, ou 4 M NaCl (pH 7.2) avant l'extraction de 1‘'ATP.

13. Mise en évidence de l'antiport Nat/HT.

Les bactéries cultivées 4 1 M NaCl sont lavées en solution
faiblement tamponnée contenant 1 11 KC1, 0.4 miM MgSO,, 0.2 mM KH5PO,,
50 mM KSCN et 1 mM Tris-HCl (pH 7.5). Les bactéries sont ensuite
remises en suspension dans cette solution a une densité de

4 rag (poids sec)/ml et gardées dans la glace pendant plusieurs
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heures (parfois de 4 a 6 heures) sans changement notable dans

les activités observées.

Les suspensions de bactéries (5 ml, 4 mg (poids sec)/ml)
sont placées dans la cuve décrite par Patel et Agnew (1981)
connectée & une électrode & H' et continuellement agitées par
un agitateur magnétique a température ambiante, en présence
d'anhydrase carbonique (100 pe, 2100 U/mg) (Sigma) (Niven et
Macleod, 1978). Le systeme est hermétiquement fermé par un
bouchon de caoutchouc au travers dugquel les injections sont
réalisées a l'aide de seringues Hamilton. Deux aiguilles
hypodermiques permettent d'exclure 1'air du systéme et de le
remplacer par un courant continu d'azote. L ' électrode du

pH métre est reliée a un enregistreur. Pendant la période

D

d*équilibrage (environ de 30 min & 1 h), le pH est ajusté
7.5 par de faibles additions de solutions anaérobiques de
HC1 ou KOH. Ce pH correspond a celui ol le pH interne des
bactéries s'équilibre avec celui du milieu extérieur (A pH = 0O)
(voir "Résultats" p 107).

Les solutions salines ajoutées (50 yl) contiennent 2.5 M
(KC1, NaCl ou Choline-Cl) + 38 mM KC1l, 0.4 mM MgS0,, 0.2 mi
KH,PO, (pH ajusté a 7.5 par HCl ou KOH), et sont au préalable
saturées par de l'azote ou de l'oxygéne.

L'effet des ionophores CCCP (carbonyl cyanide-chlorophényl-

hydrazone), TCS (3,3',4'5 tétrachlorosalicylanilide) et



monensine est étudié en incubant les bactéries pendant 20 min
a 30°C en leur présence (concentration finale 20 PM) avant de
les placer dans la cuve d'essai. Un contrdle est réalisé en
incubant les bactéries en présence de méthanol, le solvant des
inhibiteurs (concentration finale 47 mM).

Comme contrdle du systéme, les bactéries sont placées &
85°C pendant 30 min en présence de 20 yl de n-butanol (concen-—
tration finale 44 mM). Des traces de DNase et de RNase (Sigma)
sont ensuite ajoutées i la suspension pour en réduire la

viscosité avant de la placer dans la cuve d'essai.

14. Culture en fermenteur a différents pH.

Vibrio costicola est mis en culture a 30°C dans un fermen-
teur de 3 1 (Pegasus) contenant 2 1 de milieu complexe déja
décrit (Protéose-peptone 1 %, Tryptone 1 %), avec 1 M NaCl et
0.06 % (poids/vol) polypropyléne glycol comme agent antimousse.
Les conditions aérobiques sont assurées en faisant circuler un
courant d'oxygéne pur a un débit de 130 ml/min dispersé par
un Vibromixer (Pegasus). Le pH est réqulé automatiquement
par des additions de NaOH (2 N), avec des variations de moins
de 0.05 unités de pH. L'inoculum consiste en 20 ml d'une
culture en fin de phase exponentielle (24 mg poids sec). Les
temps de génération sont calculés A partir de mesures horaires

de densité optique & 660 nm (spectrophotométre Perkin—Elmer
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Coleman, modéle 575) pendant 2 heures. Des courbes de croissance

séparées sont obtenues pour chagque pH testé.

15, Mesure de la lyse.

~

Les suspensions bactériennes lavées (5 ml, 0.2 a 0.3 mg
(poids sec)/ml) sont distribuées dans plusieurs tubes et centri-
fugées (10 min, 4000 x ¢g). Les culots des bactéries sont remis
en suspension dans % ml de solution tampon Tris—-HC1 (pH 7.2)
ne contenant pas d'autres sels minéraux que NaCl dont la
concentration varie de O a 0.5 M par intervalles de 0.05 M.

Les suspensions sont ensuite laissées 10 min 4 température
ambiante et centrifugées (10 min, 4000 x q). L'absorption du
surnageant est lue a 260 nm (ultraviolet spectrophotomeétre

SP 8-100 Pye Unicam). La valeur du point de lyse est déterminée
par extrapolation des courbes représentant le pourcentage

de lyse en fonction de la concentration en NaCl, la valeur

100 % étant attribuée a la densité optique du surnageant des

bactéries ayant été remises dans la solution Tris—-HCl sans taCl.
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16, Microscopie optique.

Un état frais est réalisé sur les bactéries cultivées a
0.5 M et 1 M MaCl en mélangeant sur une lamelle une goutte de
poly-L-lysine (agent fixateur réduisant la mobilité des bac-
téries) et une goutte de culture. Les préparations sont lavées
en solution Tris-HCl (pH 7.2) de méme concentration en sel
que celle du milieu de culture et observées en microscopie
optique (Zeiss), en contraste de phase et interférences de

Nomarski.

17. Microscopie électronigue.

Des échantillons sont préparés pour &tre observés en
microscopie électronique sur des bactéries cultivées 3 0.5
et 1 M NaCl., Aprés leur deuxiéme lavage, les bactéries
(100 ml, 1 4 1.5 mg poids sec/ml) sont incubées pendant
45 min 4 30° C dans des solutions salines contenant 0.5, 1,
3, ou 4 M NaCl (pH final 7.2). Les bactéries sont ensuite
centrifugées (10 min, 7700 x g) et fixées 10 & 20 min par
addition de 10 ml de la solution saline de méme concentration
en NaCl que celle d'incubation contenant 0.08 < OsO4 (Unemoto
et al., 1977). Aprés centrifugation (5 min, 5000 x g), les
bactéries sont remises en suspension dans la mé&me solution de

fixation pendant 16 & 18 heures, centrifugées A nouveau, reprises



dans de la gélose (2 % en solution aqueuse), bien homogé-
néisées et déposées sur des lames de verre en forme de gouttes.
Cet enrobage dans la gélose est réalisé & 45°C. Refroidies et
gélifiées, les gouttes sont découpées en petits cubes de
moins de 1 mm de c8té. Les blocs de gélose sont traités
pendant 2 heures dans une solution agueuse de 0.5 % d'acétate
d'uranyle (Weakley, 1081) avant d'@tre deshydratés par des
bains de 10 min dans des concentrations croissantes d'éthanol
dont la concentration varie de 10 a 100 % par progression
régulidre de 10 %. Pour faciliter 1'infiltration de la résine
dans les tissus, les blocs de gélose sont ensuite placés dans
2 bains successifs (10 min chacun) d'époxypropane, puis 1 heure
dans un mélange époxypropane-résine (l:1, vol/vol), et fina-
lement dans la résine seule et laissés toute la nuit a tempé-
rature ambiante. Quand 1'infiltration est compléte, les
échantillons sont transférés dans de la résine fralche dans
des capsules de gélatine. Ces capsules sont placées dans une
étuve a 60°C et laissées 1 ou 2 jours pour la polymérisation
de la résine. La résine utilisée a la composition suivante
(Luft, 1961): résine Epon 812 (Fisher) 44 ml, NMA (nalic
méthyl anhydride) (Ladd) 22 ml, DDSA (Dodecenyl succinic
anhydride) (Ladd) 28 ml, DMP 30 (tri (diméthyl aminométhyl)
phénol) (Fisher) 1.4 ml.

Les échantillons sont sectionnés a l'aide de couteaux de
verre sur un ultramicrotome (Porter-Blum MMT2-B) et déposés sur

des grilles de cuivre (200 1) couvertes de gel Formvar et de



carbone. Les sections sont colorées par la double coloration
acétate d'uranyle (10 min) et citrate de plomb (5 min) (Rey-
nolds, 1963; Fraska et Parks, 1965), avant d'&tre examinées

en microscopie électronique (Philips) a 60 kV.

18, Poids sec.

Toutes les activités sont exprimées sur la base du poids sec
des bactéries. Deux méthodes ont été utilisées pour l'obtention
du poids sec:

(a) les bactéries en suspension dense sont séchées 3 110°C
jusqu'a 1'obtention d'un poids sec constant, et une correction
pour le poids de sel extracellulaire est apportée par le séchage
simultané d'un volume égal de la méme solution saline.

(b) les bactéries en suspension dense sont centrifugées
(10 min, 7700 x g) et les culots de centrifugation sont séchés
4 62°C jusqu'a l'obtention d'un poids sec constant, puis placés
a 550°C pendant G heures. Les cendres ainsi obtenues permettent
de corriger pour le poids de sel extracellulaire. Aucune
différence dans la valeur du poids sec des bactéries séchées
a 62°C ne peut é&tre décelée si elles sont placées ensuite

pendant plusieurs heures sous vide dans une étuve a 45°C,
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19. Inhibiteurs.

Les ionophores, le N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCCD),
le N-éthyl maléimide (NEM) et les ions TPMPT et TPB™ sont mis
en solution dans le méthanol. Des contrdles sont réalisés pour
tester 1l'effet du méthanol seul., Les traitements sont de 20 min

a 30°cC.

20. Réactifs.

Les produits radioactifs suivants viennent de New England
Nuclear (Lachine, Québec, Canada): (2-1%C) DMO (55.4 mCi/mmol),
(14c) urée (57 mCi/mmol), (méthyl=SH) TPMPT (57.4 mCi/mmol),
(carboxyl—l40) inuline (2.5 mCirsg), (3H) raffinose (7.8 Ci/
mmol), (1-1%C) AIB (53.2 mCi/mmol). (14C) méthylamine (56 mCi/
mmol) provient de Amersham, Oakville, Ontario, Canada.
Anhydrase carbonique (2100 U/mg), TPB~, DNase, RNase, valinomy-
cine, gramicidine, CCCP, chloramphénicol ont été commandés a
Sigma Chemical Co, St Louis, Mo; nigéricine a Calbiochem-
Behring Co; DCCD & Schwarz/Mann, Orangeburg, N.Y.; TCS a
Fisher Scientific Co, Nepean,Ontario, Canada; DNP & Matheson,
Coleman and Bell, Norwood, Chio; et TPMPY (bromure) 3 ICN,

K & K Laboratories Inc, Plainview, N.Y.. Monensine est un don

de E1i Lilly Canada Inc.
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21, Reproductibilité des résultats.

Toutes les expériences ont été répétées au moins 2 fois, plus
souvent 3 fois ou plus, et les résultats obtenus étaient généra-

lement reproductibles dans une marge d'erreur d'environ 5 %,

22. Abréviations et symboles.

Tris: Tris (hydroxyméthyl)aminométhane

Mes: acide 2 (N-morpholinométhane) sulfonique

PPT: Protéose-Peptone, Tryptone
(Milieu de culture complexe de Vibaio costicola. La
concentration 0.5 ou 1 % est exprimée en poids/volume)

AIB: acide alpha-aminoisobutyrique

PMF: force protomotrice

D p: gradient électrochimique de protons

A‘P: différence de potentiel électrique de membrane

A pH: différence de potentiel chimique de membrane

pHi : pH interne des bactéries

pHo: pH externe du milieu

DMO: 5,5-diméthyl-2,4-oxazolidinedione

TPMP*T: triphénylméthylphosphonium (cation)

TPB™: tétraphénylboron (anion)

TCS: 3,3',4',5~-tetrachlorosalicylanilide

CCCP: carbonyl cyanide-m-chlorophénylhydrazone

DCCD: N,N*-dicyclohexylcarbodiimide

NEM: N-éthylmaléimide
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3 . Résultats

1, Caractérisation du transport d'AIB,.

1. détermination du volume intracellulaire:

Tout au long de cette étude, l'incorporation d'AIB est exprimée
en termes de nmoles par mg (poids sec) de bactéries. Cependant,
pour connaitre les rapports de concentrations d'ions, la déter-
mination du volume interne des bactéries est nécessaire, des
changements dans les volumes intracellulaires pouvant conduire
3 des changements seulement apparents dans le rapport de

concentrations (Maloney et ald., 1975).

La technique requiert un marqueur radioactif soluble dans
l'eau, imperméable 3 la bactérie et ne se fixant pas sur la
membrane cytoplasmique. Son choix est établi en comparant
l'espace occupé par le composé radiocactif dans un culot de
bactéries & 1l'espace total d'eau du culot déterminé par
gravimétrie (Maloney et al., 1975; Rottenberg, 1979). L'inuline,
molécule utilisée pour mesurer l'espace extracellulaire de trés
nombreuses bactéries (Padan et al., 1976; Collins et Hamilton,
1076; Guffanti et al., 1978) fut aussi testée chez V. coszticoda.
De par son poids moléculaire élevé (voisin de 5000), cette
molécule peut &tre imperméable au niveau de la paroi cellulaire
et 1'eau intracellulaire mesurée peut donc contenir aussi

l'espace périplasmique entre la membrane et la paroi, mais ce



volume est généralement considéré comme étant faible par rapport
au volume d'eau intracellulaire, et l'erreur est négligeable
(Maloney et ad., 1975). Le raffinose, triose composé de
glucose-galactose—fructose, de PM 594 fut testé en paralléle
avec l'inuline. Ces 2 molécules occupent environ 59 % de

l'espace du culot bactérien (Tableau 8).

Une alternative de la gravimétrie pour connaltre l'espace
total (intracellulaire + extracellulaire) est 1l'emploi d'une
molécule radioactive librement perméable. L'eau tritiée (3H20)
est généralement employée, mais chez V.ibaio costicoda l'urée
pénétre aussi complétement dans le cytoplasme. Cette technique
fut préférée car en considérant la pénétration de 1'urée & 100 %,
les pourcentages de pénétration de 1'inuline et du raffinose sont
plus reproductibles que ceux obtenus par la technique gravimétri-
que., La forte erreur rencontrée dans la technique gravimétrique
pourrait &tre dle au poids de NaCl extracellulaire. La valeur
retenue pour l'espace intracellulaire de V. codiicoda 3 1 M NaCl
est de 1.81 Pl/mg (poids sec), obtenue en utilisant la molécule
d'urée comme substrat perméable (considérée a 100 % de pénétration)
et celle de raffinose pour la détermination du volume extracellu-
laire.

Les chromatographies sur couche mince des surnageants et des
extraits cellulaires révélent que ni l'urée, ni le raffinose ne

sont métabolisés. D'autre part, V. coszticola ne peut pas se
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Composé Pénétration Espace intracellulaire
(%) (Fllmg poids sec)

- (gravimétrie) 100° 94.2+9.2°

urée 107.1+10.6 100

inuline 58.8+8.6 54.7+3.8 1.56+0.41° 1.8240.16°

raffinose 58.8+45.1 55.1+3.8 1.57+0.31 1.8140.24

Tableau 8. Pénétration des composés utilisés pour mesurer l'espace

intracellulaire dans les culots de bactériesa.

a Les composés radioactifs sont ajoutés & la suspension bactérienne
en solution 1 M NaCl pendant 20 min, puis les échantillons sont
centrifugés et la distribution de la radioactivité entre les
surnageants et les culots est mesurée (Rottenberg, 1975).

Les valeurs représentent la moyenne de 9 expériences indépendantes
+ erreur standard.

b calculé en déterminant 1l'espace total d'eau du culot par

gravimétrie (10O % pénétration)

calculd en considérant que l'urée occupe 100 % de 1l'espace d'eau du
culot (100 % pénétration)
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développer dans un milieu ne contenant que l'inuline comme source
de carbone et d'énergie (Figure 8).

D'autres marqueurs pour la détermination du volume intracellu-
laire ont été testés mais pas retenus: le dextran (Sadler et al.,
1980; Sprott et Jarrell, 1981), la taurine (Kashket et Barker,
1977; Kashket et ad., 1980) ne donnent pas des résultats
reproductibles, et le saccharose (Sprott et Jarrell, 1081;

Bakker et Mangerich, 1981) est métabolisé par les bactéries
(Figure 8). (Les autres substrats glycérol, glucose, bétaine,

de la Figure 8 sont utilisés dans une autre section).

2. dépendance énergétique du transport d'AIB:

Puisque la force protomotrice (PMF) résultant de l'activité
respiratoire est la source d'énergie de nombreux systémes de
transport membranaires, l'effet du pH extérieur (pHo) est
étudié a la fois sur la PMF, le transport d'AIB et la respira-

tion de V. costicoda

a) mesure de la PMF:

Le ApH est mesuré par la distribution d'acide faible lipo-
philique (DMO) ou de base faible (méthylamine). La répartition
de ces composés repose sur le fait que les espeéces non dissociées

d'acide ou de base faible diffusent librement au travers 1la
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Figure 8. Croissance de Vibaio costicoda sur milieux synthétiques

(1 M NaCl) en présence de divers substrats?.

2 |es substrats glucose (@), saccharose ("sucrose",A), glycérol (WD,
bétaine () sont ajoutés a une concentration finale de 20 mM,
1'inuline () de 5 g/1. La croissance est mesurée par lecture
de la densité optique a 660 nm.,
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membrane, alors que les espéces ionisées sont imperméables.
Ainsi, si le compartiment interne de la bactérie est plus alcalin
que le milieu externe, 1'équilibre entre les espéces dissociées
et non dissociées de 1l'acide faible est déplacé dans le sens

d'une accumulation dans la bactérie (Rottenberg, 1975).

L'accumulation du DMO ou de la méthylamine chez V. cositicoda
a lieu sur une vaste échelle de pH (Figure 9), avec un optimum
de 330 % a pH 5.6 pour le DMO et de 600 % 4 pH 9.2 pour la
méthylamine, V. codticolda lyse & pH acides inférieurs a 5.0
et 4 pH alcalins supérieurs 4 9.5. Cette lyse se manifeste par
un éclaircissement immédiat de la suspension. A pH 7.5, quand
le pH des bactéries s'équilibre avec celui du milieu extérieur
( ApH = O0) d'aprés la distribution de la méthylamine, une
faible accumulation de DMO peut &tre décelée (équivalente a
120 % de pénétration), sans doute dlie & des liaisons non spé-
cifiques du composé. Les chromatographies sur couche mince
des surnageants et des extraits cellulaires révélent que ni le

DMO, ni la méthylamine ne sont métabolisés par les bactéries.

Le potentiel de membrane (Zl73 (intérieur négatif) est
déterminé par la distribution d'un cation entre les bactéries
et le milieu extérieur. Le principe de la technique repose sur
le fait que le cation migre au travers la membrane jusqu'a

1'établissement d'un équilibre qui est fonction du potentiel
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. P a
en fonction du pH extérieur .

& |es bactéries sont incubées en solution 1 M NaCl.
100 % pénétration représente l1'équilibre des composés a
travers la membrane.
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électrique existant. Pour que cette technique soit valable, les
ions choisis doivent &tre librement perméables au travers la mem-
brane et s'équilibrer rapidement avec un faible taux de liaisons
non spécifiques. Les ions couramment employés sont ceux pour
lesquels les membranes sont rendues perméables par l'usage d'io-
nophores spécifiques tel K+ (ou Rb+) en présence de valinomycine
(Rottenberg, 1975). La mesure de AY par 1a distribution de
86Rb+en présence de valinomycine présente l'avantage que ces

ions ont de trés faibles liaisons non spécifiques avec les
structures cellulaires externes ou les composés intracellulaires
(Jarrell et Sprott, 1983 a).Toutefois, chez V. cositicola
pratiquement aucune accumulation de 86Rb+ ne peut 8tre obtenue

en présence de valinomycine (20 a 50 FM), méme aprés traitement
des bactéries par 1'EDTA (5 mM) (Bakker, 1982).

Les autres types d'ions couramment employés sont des ions
organiques lipophiliques synthétiques tel que le triphénylméthyl-
phosphonium (TPMPT) et 1e tétraphénylphosphonium (TPP*) (Rotten-
berg, 1975). Le TPMPT fut choisi pour mesurer sz chez V. cos-~
ticola car le TPP+ donne de trés fortes liaisons non spécifiques,
comme mis en évidence par de rapides filtrations juste aprés
addition du composé 3 la suspension de bactéries. Certaines
bactéries requiérent la présence du contre—-ion TPB~ pour faciliter
le transport de TPMPT (Kashket, 1979; Jarrell et Sprott, 1981),
d'autres non (Harold et Papineau, 1972 a). Pour V. cosiicoda,

1taccumulation de TPMP+ est largement favorisée par la présence
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de 1l'anion TPB™ dans le taux de vitesse initiale (t<2 min),
mais 4 10 min, le méme état d'équilibre est atteint et maintenu

au moins jusqu'a 20 min, durée d'incubation choisie (Figure 10).

En conditions aérobiques, les 2 composantes de Ap sont
affectées par le pHo (Figure 11). Le potentiel chimique (60 .APpH)
diminue progressivement au fur et 3 mesure que le pHo augmente,
s'annule a pHo 7.5 et est inversé pour les pHo plus alcalins.

Le pHi des bactéries augmente de 6.9 a 8.0 quand le pHo s'éche-
lonne de 5.1 & 9.2 avec un isopH de 7.5. Leur intérieur est
alcalin par rapport aux pHo inférieurs a 7.5 et acide par rapport
a ceux supérieurs a pH 7.5. Le potentiel de membrane augmente
progressivement en fonction du pHo jusqu'a 160-170 mV vers pH 9.0.
Toutefolis, cette augmentation de Zk?lé pH alcalins ne compense

pas le gradient de pH et la PMF totale le calculée avec les
valeurs de A pH et AY (Mitchell, 1966) diminue de 168 & 95 mV

au fur et a mesure que le pHo augmente de 5.5 a 9.0.

L'accumulation d'AIB mesurée aprés 1 et 30 min (Figure 12), de
méme que l'activité respiratoire endogéne ou l'oxydation d'éthanol
(Figure 13) des bactéries sont optimales & des pH alcalins com-
pris entre 8.5 et 9.0. Ces résultats montrent une forte corréla-

tion entre le transport d'AIB, la respiration et Zlv/dont la valeur
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(Ap est calculé par addition de AY(intérieur négatif) et
de 60 .ApH; Mitchell, 1966)
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a Le transport d'AIB est mesuré aprés 1l et 30 min sur des

bactéries incubées 20 min a4 30°C en solution Mes-KOH (@, H)
ou Tris-HCl (O, []) contenant 1 M NaCl.
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Mes-kKOH (@, M) ou Tris-HC1 (O, ) contenant 1 M NaCl.
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optimale de 168 mV est atteinte a pH 9.0.
La chromatographie sur couche mince des extraits cellulaires

et des surnageants révéle que 1'AIB n'est pas métabolisé.

c) effet de donneurs d'électrons:

L'effet de donneurs d'électrons est testé sur le transport
d'AIB en utilisant divers alcools. Ces substrats dont la
pénétration dans les cellules ne requiert ni énergie, ni
ions Nat furent déja utilisés avec succés sur Adteromonas
haloplanktis (Sprott et MaclLeod, 1974; Thompson et MaclLeod, 1974),.

Les effets des alcools sont mesurés sur des suspensions
bactériennes a pH 8.8 ol APpH n'est supposé apporter aucune
contribution énergétique pour le transport d'AIB., Les alcools
(éthanol, propanol, butanol), qui augmentent immédiatement 1le
taux respiratoire, stimulent aussi la synthése d'ATP des
bactéries et le transport d'AIB, mais n'induisent aucun
changement dans Zlq/. Une incubation des bactéries en présence
des alcools de 20 min au lieu de quelques secondes avant d'ajouter
le TPMPY ne produit pas non plus de changement danszﬁy. Le
méthanol ne produit aucun changement dans les activités testées
(Tableau 9).

Ces résultats suggérent que 1'énergie générée par la respiration
pendant l'oxydation des donneurs d'électrons n'est pas nécessai-

rement conservée sous forme mesurable de Z&%’, mais est plutdt



AY

Donneur d' Activité respiratoire Transport d'AIB ATP intracellulaire
dlectrons (Pg 02/min/mg) (nmol/mg) (mV) (fg/mg)
1 min 30 min
Endogéne 2.20 29 173 147 5.34
Méthanol (20 mM) 2.15 26 168 152 5.34
Ethanol (20 mM) 3.14 63 325 151 9.57
Propanol (20 mM) 3.21 66 313 148 9,07
Butanol (20 mM) 2.61 42 227 146 8.905

Tableau 9. Effet de quelques donneurs d'électrons sur l'activité respiratoire, le

transport d'AIB, AY , et 1'ATP intracellulaire 2

& Les bactéries sont incubées en solution 1 M NaCl (pH 8.8). Les essais sont initiés
juste aprés l'addition des alcools. L'ATP est extrait sur les bactéries aprés leur

~

transport d'AIB a 30 min.

- T11
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immédiatement utilisée pour la synthése d'ATP et pour le transport

d'AIB.

d) effet d'inhibiteurs:

Le DCCD est un inhibiteur de l'activité ATPasigue des mitochon-

dries et de nombreuses bactéries dont V. costicoda (Higa et

Cazzulo, 1978; Bengis—-Garber et Kushner, 1981). Présent a des

concentrations inférieures a 40 VM’ le DCCD diminue fortement

la teneur en ATP des bactéries et stimule la respiration et le

transport d'AIB, alors que Z&%} reste constant (Figure 14). Ces

résultats indigquent que 1'ATP ne participe pas directement au

transport d'AIB puisque le DCCD stimule le taux de transport

d'AIB dans des conditions oU il diminue fortement la teneur en

ATP intracellulaire. A plus forte concentration (80 FM)’ le

DCCD n'agit plus spécifiquement sur 1'ATPase puisque la

respiration et le transport d'AIB sont inhibés et AY est

dissipe.

Le Tableau 10 présente l'effet de divers inhibiteurs sur la

respiration, le potentiel de membrane et le transport d'AIB chez

V.

costicola:

Le N-éthylmaléimide (NEM) qui réagit avec les groupements

sulfhydryls et KCN inhibent fortement la chalne respiratoire et

le transport d'AIB, suggérant que l'énergie nécessaire pour le
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Figure 14, Effet du DCCD sur le transport d'AIB, la teneur en

ATP, le taux respiratoire et AY2.

2 Les activités endogénes sont mesurées sur les bactéries

incubées 20 min a 30°C en présence de DCCD, en solution
1 M NaCl (pH 8.8). L'accumulation d'AIB représentant 100 %
est de 29 et 151 nmol/mg & 1 et 30 min respectivement.



Traitement Activité respiratoire [&Y Transport d'AIB

endogeéne 1 min

Activité (% du contrdle)

NEM (10 mM) 16 17 o}
KCN (10 mM) 0 "8 8
TCS (20 VM) 69 28 1
CCCP (20 pm) 264 32 2
Valinomycine (20 yM) PF* 49 53
+ KC1 (0.5 M)

Nigéricine (20 pM) 186 3 2
Monensine (20 pM) 262 39 24
Gramicidine (10 pg/ml) 92 108 61

- 1T

Tableau 10. Effet d'inhibiteurs sur l'activité respiratoire endogéne,z§¥/, et le transport

d'AIB 2,

@ Les activités endogénes sont mesurées sur les bactéries incubées 20 min i 30°C en
présence des inhibiteurs, en solution 1 M NaCl (pH 8.8).
100 % activité = 0.58 Ma 02/min/mg pour la respiration; 156 mV pourZ&q/; 27.5 nmol/mg
pour le transport d'AIB.

* pPF = pas fait.
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transport actif d'AIB dérive de la respiration.

Les agents découplants TCS et CCCP dissipent partiellement
le potentiel de membrane et inhibent fortement le transport d'
AIB, Le fait qgue le taux d'inhibition du transport d'AIB soit
bien plus élevé que celui de Z&W’suggére que le TCS et le CCCP
n'agissent pas seulement comme découplants. D'autre part, leur
mode d'action est vraisemblablement différent, puisque le
CCCP stimule la respiration alors que le TCS l'inhibe partielle-
ment.

Chez V. cositicodla, la valinomycine (+ KT) dissipe partielle-
ment AY et le transport d'AIB est inhibé dans les mémes
proportions. En présence de K+, la valinomycine forme un
complexe liposoluble chargé positivement qui diffuse rapidement
a travers la membrane. Ainsi, tout comme les découplants, la
valinomycine (+ K') provogue un échange électrogénique d'ions
résultant en une diminution de Z&#’ (Harold et al., 1974).

La monensine et la nigéricine stimulent la respiration, mais
AY est dissipé et le transport d'AIB inhibé dans les mémes
proportions. La monensine et la nigéricine sont des ionophores
qui, en principe, catalysent des échanges électroneutres entre
Na+/H+ et K+/H+ respectivement et qui ne devraient donc pas
dissiper AY (Harold ez al., 1974)., Chez V. costicola, ces

molécules agissent davantage comme le protonophore CCCP.

La gramicidine est un agent conducteur non spécifique des

. + . .
cations K+, Na', et Ht par son aptitude a former des canaux au
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travers la membrane (Bakker, 1979). Chez V. costicoda, 1la

présence de gramicidine a peu ou pas d'effet sur la respiration

et QY , mais 1e transport d'AIB est partiellement inhibé. Bien

que cetttabsence d'inhibition de la gramicidine chez V. costicoda
reste jusqu'a présent inexplicable, elle peut &tre confirmée par

un manque d'inhibition de la croissance des bactéries en milieu
synthétique a pH 8.5, en présence de gramicidine (20 PM) (Résultats

non montrés).

Les effets du cation lipophilique TPMPt en présence de TPB~™
(2 PM) sont mesurés a la fois sur le transport d'AIB et la respira-
tion endogéne des bactéries (Figure 15). Des concentrations supé-
rieures a 40 pM inhibent complétement le transport d'AIB. Par
contre la capacité des bactéries a respirer ne diminue que
faiblement, méme en présence de fortes concentrations de TPMP+
(100 PM)' Le cation lipophilique est accumulé par les bactéries
et abolitﬂ*’selon la concentration ajoutée (Michel et Oesterhelt,

1976).

Ces résultats montrent que le transport d'AIB peut 8tre inhibé
dans des conditions ol la respiration est stimulée, et que la
dissipation de A?’ induit généralement une inhibition du transport
d'AIB dans les mémes proportions. Cette étude suggére que le trans-
port d'AIB dépende de la force protomotrice générée par la respira-

tion (AAY a4 pH alcalin) plutdt que de la respiration elle-méme.
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Figure 15. Effet du TPmMPt sur le transport d'AIB et la respiration a.

Les activités endogénes sont mesurées sur les bactéries
incubées 20 min & 30°C en présence de TPMPT non radioactif,
en solution 1 M NaCl (pH 8.8). L'accumulation d'AIB repré-
sentant 100 % est de 29 et 151 nmol/mg & 1 et 30 min

respectivement.
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Pour déterminer si les ions Na' interviennent comme source
d'énergie dans le transport d'AIB, les bactéries ayant été
privées d'énergie sont exposées en présence de Lﬁyet/ou d'un
gradient de Na+ induits artificiellement. Le potentiel de
membrane est créé en transférant les bactéries de pH 7 A
pH 9. Le gradient de pH ainsi établi provoque une diffusion des
ions HY vers l'extérieur (intérieur initialement acide),
conduisant ainsi a la formation de Zl%’(intérieur négatif) et
une accumulation d'AIB jusqu'a un gradient int/ext de 150
peut étre observée (Figure 16). De fortes concentrations de
TPMP+ inhibent partiellement l'accumulation d'AIB en réponse
a ﬁQV (comme a la Figure 15), et seulement une faible
accumulation d'AIB a lieu en absence d'un changement de pH.

La formation de ZX?’ par la création d'un gradient de pH
devrait 8tre favorisée par la présence d'un protonophore comme
observé chez £. coldi (Tsuchiya et al., 1977a)ou A. haloplankztis
(Niven et MaclLeod, 1980). Toutefois, chez V. costicola, aucune
accumulation d'AIB ne peut &tre observée si les bactéries
sont préincubées 3 pH 7 et ensuite transférées a4 pH 9 en présence
de TCS ou CCCP. Ces résultats, en accord avec ceux du Tableau 10,
suggeérent que le TCS et le CCCP puissent agir directement au niveau

de la molécule de transport d'AIB, comme il a été démontré sur le
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Figure 16. Accumulation d'AIB en réponse a4 des sources d'énergie créées artificiellement 2.
& |es bactéries placées en solutions anaérobiques 1 M KC1l (.,-,A) ou 1 M Nacl (O,O, )

a pH 7 (.,Q,A,A)ou pH o( ,[]) sont ensuite transférées dans des fioles anaérobiquei
contenant 1 M NaCl et (14C)AIB (pH 9). Les fioles (A,A) contiennent aussi 100 }JM TPMP

+ 2 pM TPB ™.
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transport de la glycine et de la proline chez Bacillus subiilis
(Brummett et Ordal, 1977).

Pour établir un potentiel chimique de Na+, une suspension de
bactéries en solution 1 M KCl est transférée dans une solution
contenant 1 M NaCl (avec ou sans changement de pH pour créer
Zk#/). Aucune accumulation n'a lieu en réponse a un gradient de
Na+ seul, mais le transport est plus important lorsque les
2 forces, AY et le gradient de Nat, sont combinées. Les
cinétiques du transport d'AIB montrent un taux lent et constant
en réponse a Z&%let une accumulation plus rapide attribuable
au gradient de Na+ additionnel. Ces résultats suggerent que
quj est nécessaire pour l'accumulation d'AIB, mais que 1la
présence du potentiel chimique de NaT supplémentaire permet

d'obtenir un meilleur taux de transport.

3. effet de l'environnement ionique sur le transport d'AIB,

Lx?’, la respiration, et la teneur en ATP des cellules:

V. cositicola requiert les ions Nat pour se développer mais
peut respirer en solution 1 M KC1l, LiC1, NH4C1 ou Choline-Cl1
(Tableau 11), et méme accrolitre sa consommation d'oxygéne en
présence d'éthanol, 3 l'exception des bactéries en solution
dans 1 M Choline-Cl ol une grande proportion d'entr'elles
lysent. Les bactéries peuvent aussi synthétiser de 1'ATP en

solution 1 M KCl en présence d'éthanol, m&me si leur teneur
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(1M)

Transport d'AIB b

Ethanold

30 min

Endogéne

Endogéne

Consommation d'O2

Endogéne Ethanol

Teneur en ATP ¢

NaCl

KC1

LiC1l

NH,C1

Choline

Cl

nmol/mg

%

227

PF

PF

PF

—int
[TPmp Jex,c

mV

157

76

95

78

86

pa 02/min/mg

Endogéne Ethanol
Pg/mg
4.27 6.51
0.88 3.06
|
PF PF
N
=
PF pr !
PF PF

Tableau 11.

la teneur en ATP intracellulaire

o 0T e

PF

Effet de divers ions

pas fait.

sur le transport d'AIB, AY, 1a consommation d'0o, et

a

Les bactéries sont incubées 20 min & 30°C en solution saline (pH 8.5-8.8).

Le transport est mesuré apres 1 min et 30 min.

L*ATP est extrait sur les cellules ayant accumulé 1'AIB pendant 30 min.

L'éthanol (20 mM) est ajouté a la fin du temps d'incubation des bactéries, 10 sec avant
de commencer les essais.
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en ATP est faible dans les conditions endogénes. Par contre,
aucun transport d'AIB n'a lieu en absence de NaCl, et si 1'étha-
nol stimule fortement le transport d'AIB en solution 1 M NaCl,
aucune stimulation ne peut &tre observée en solution 1 M KC1.

De méme, LAY est fortement diminué en solution 1 M KC1l, LiC1,
NH4CI ou Choline-Cl en absence de Na'. Ces valeurs de Z&W repré-
sentent de trés faibles distributions de TPMPT (int/ext) par

rapport 3 celle observée en présence de NaCl.

En outre de leur présence obligatoire pour l'accumulation
d'AIB, les ions Na+ sont nécessaires pour maintenir la concentra-
tion interne d'AIB: un efflux d'AIB immédiat a lieu lorsque
les bactéries ayant accumulé 1'AIB dans des conditions optimales
(1 M NaCl, pH 8.8) sont transférées dans des solutions salines

de méme pression osmotique mais sans NaCl (pH 8.8) (Figure 17).

Pour étudier davantage la relation entre le et le transport
d'AIB en fonction de l'environnement ionique, les bactéries
sont incubées dans différentes concentrations en NaCl (Figure 18).
Quand la concentration en NaCl diminue jusqu'a 0.3 M NaCl
sans aucune compensation pour garder constante a 1M la pression
osmotique du milieu (Figure 18 A), ZSW est encore a sa valeur
optimale mais le transport d'AIB diminue d'environ 50 %. Ces
résultats suggeérent que les ions Na+ ont un rdle dans le

transport d'AIB additionnel & celui joué dans A&%’ . En-dessous
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Figure 17. Effet de l'environnement ionique sur 1l'efflux

de 1'AIB accumulé par les bactéries 2

@ Les bactéries ayant accumulé (14C)AIB en solution 1 M NaCl

(pH 8.8) sont transférées en solution contenant 1 M NaCl,
KCl, LiCl, NH,Cl ou Choline Cl (pH 8.8) sans AIB, et le
transport d'AfB est mesuré en fonction du temps.
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Figure 18. Effet de l'environnement ionique surzﬁ?let le transport

d'AIB 2,

a

Les bactéries sont incubées pendant 20 min 34 30°C dans les
solutions indiquées (pH 8.8), sans substrat. Les accumulations
d'AIB représentant 100 % sont pour 1 (Q) et 30 (A) min, en
nmol/mg 30 et 170 (Fig. A), 24 et 137 (Fig. B) et 30 et 160
(Fig. C).
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de 0.3 M NaCl, ZSY et le transport d'AIB sont fortement inhibés;
les bactéries lysent en absence de NaCl.

Quand 1l'osmolarité du milieu est maintenue a 1 M avec LiCl
(Figure 18 B), de fortes diminutions d'activité peuvent &tre
observées a la fois sur 1&4/ et le transport d'AIB quand la
concentration en NaCl diminue, et en comparant avec la Figure
18 A, il est évident que les ions LiCl ont un effet inhibiteur.

Lorsque les ions KCl sont utilisés pour compenser la pression
osmotique du milieu, les bactéries gardent un potentiel de
membrane et un transport d'AIB appréciables en présence de 0.1 M
NaCl (Figure 18 C). Entre 0.1 et 0.7 M NaCl, les ions KCl exer-
cent sur Zk%/et le transport d'AIB un effet inhibiteur moindre
gque LiCl. Toutefois, en présence de 0.8 M NaCl + 0.2 M KC1, les
activités ne sont pas aussi élevées que celles observées en
présence de 0.8 M NaCl sans KCl ou 1 M NaCl.

Dans tous les cas présents, les profils d'activité de AV et
du transport d'AIB en réponse a4 l'environnement ionique sont

paralléles.

Les effets ioniques observés sur AY suggerent soit que les
ions Na+ sont spécifiquement nécessaires pour la formation ou
le maintien d'un potentiel de membrane appréciable, soit que
les autres ions dissipent le potentiel de membrane. Pour distin-
guer entre ces 2 possibilités, les bactéries sont lavées en

solution 1 M KCl ou 1 M NaCl et testées dans des solutions
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contenant diverses proportions de NaCl + KCl (Tableau 12).

Lorsque les bactéries sont lavées en solution 1 M KC1l et
gardées dans des solutions ne contenant pas de NaCl, leur potentiel
de membrane est dissipé et elles n'accumulent pas d'AIB. Un
transfert en solution saline contenant 0.5 ou 1 M NaCl leur
permet de rétablir ces activités. En particulier, les bactéries
transférées en solution 1 M NaCl sans KCl présentent un potentiel
de membrane et un transport d'AIB d'activité trés voisine de celle
des bactéries ayant été gardées en solution 1 M NaCl. Les taux
dtactivité sont légéerement plus faibles lorsque les ions KCl
(0.5 ou 1 M) restent présents avec NaCl (0.5 ou 1 M).

Lorsque les bactéries lavées en solution 1 M NaCl sont
transférées en solution ne contenant pas NaCl, leur potentiel
de membrane est dissipé et leur transport d'AIB inhibé. Si
elles sont placées en solution 0.5 M NaCl sans KCl, leurs acti-
vités restent trés élevées, voire identiques a celles des
bactéries gardées en solution 1 M NaCl. L'addition de 0.5 M ou
1 M KC1 a4 des suspensions bactériennes en solution 0.5 et 1 M
NaCl ne diminue pratiquement pas ZXY/,

Ces résultats suggérent que les ions Na+ sont essentiels pour
la formation et le maintien de A V’ , et que les ions KC1

ont un effet inhibiteur modéré sur(ﬁYet sur le transport d'AIB.



Solution saline

Solution de

lavage (1M)

KC1 NaCl KC1 NaCl
(M) (M)

ZXW(mV) Transport d'AIB (nmol/mg) LXY(mV) Transport d'AIB (nmol/mg)

1 min 30 min 1 min 30 min

0 0 37+53 1+1 1+1 30+56 ¢ o)
0.5 0 37+52 0 0) 76+18 Q) 0]
1 o 51+73 0 0 O 1+1 8+2
0 0.5 148+3 30+3 144+29 152+10 28+4 124+11
0.5 0.5 138+5 1643 104+21 139+4 17+1 90+10
1 0.5 121+4 13+1 75+19 132+8 13+1 7446
0 1 154+1 33+4 174+29 157+1 31+3 174415
0.5 1 123+15 1442 79+12 148+1 15+2 92+1
1 1 123+10 743 44+4 14247 7+1 51+3

Tableau 12, Effet de diverses concentrations de KCl et NaCl sur AY et 1le transport d'AIB 2,

a

Les bactéries sont lavées 2 fois en solution contenant 1 M NaCl ou 1 M KC1l (pH 7.2) et

incubées 20 min a 30°C dans des solutions salines contenant diverses concentrations de
NaCl et KC1l (pH 8.8). Les résultats sont la moyenne de 2 expériences indépendantes + erreur
standard.

- 21
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4, caractéristiques du transport d'AIB.

Comme suggéré par la Figure 18 A, l'étude cinétique du transport
d'AIBmet en évidence que les ions Na+ interviennent directement
sur la protéine de transport, en plus de leur rdle pour établir
et maintenir ZSV} . En fonction des concentrations testées,
2 effets de NaCl sur le transport d'AIB peuvent &tre distingués
(Tableau 13; Figure 19):

A faibles concentrations (50 mM <[Naﬁj<200 mM) , les ions
NaT augmentent l'affinité de la protéine de transport pour 1'AIB

(K, diminue), mais la V,,x reste constante;

t
A plus fortes concentrations de NaCl (0.2 M <[Na+]< 1M,
l'affinité de la protéine pour 1'AIB reste constante mais la
\ augmente.

max

b) définition du systéme de transport:

Le transport d'AIB peut &tre inhibé par d'autres acides aminés
non radioactifs lorsque ceux—-ci sont ajoutés dans la méme solution
d'incubation en méme temps que le (14C)AIB. Ainsi, la glycine,
la L-alanine et 1'AIB ajoutés dans un rapport de concentrations
1/1 avec le (14C)AIB (20 yM) induisent environ 50 % d'inhibition

du transport d'AIB (Tableau 14). Lorsque le rapport de concentra-
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Solution saline Kg Vmax

NaCl (M) KCL (M) (PM) (nmol/min/mg)
0.05 0.95 197.79463.45 (3) 17.97+4.84
0.10 0.90 40.95+3.44 (2) 24.68+4.68
0.15 0.85 30.29+3.65 (2) 24.,56+1.36
0.20 0.80 22.02+4.80 (2) 22,02+1.41
1.0 0 10.75+4.73 (5) 40.95+6.86

Tableau 13. Effet de NaCl sur les paramétres cinétiques du

transport d'AIB &,

a Les bactéries cultivées a 1 M NaCl sont incubées 45 min 2a

30°C dans les solutions salines indiquées (pH 8.7) aprés

2 lavages en solution 1 M NaCl. Le transport d'AIB est
déterminé aprés 30 sec.

Les résultats sont la moyenne d'expériences indépendantes
dont le nombre est donné entre parenthéses + erreur standard.
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Figure 19. Courbes représentatives typiques de 1'effet de

NaCl sur les paramétres cinétiques du transport d'AIB °.

a

a

Les bactéries sont incubées pendant 45 min a 30°C dans des
solutions contenant 0.05 M (A), 0.10M (A), o.2comMm (),
et 1 M (@) NaCl (pH final 8.7). La pression osmotique des
solutions est ajustée a 1 M par KCl. Le transport d'AIB
est mesuré aprés 30 sec.

- (voir p. 83)
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% inhibition
Acide aminé non

20 FM 500 uM
radioactif

0.5 min 1 min 0.5 min 1 min
glycine 74 68 95 96
L-alanine 48 23 97 G7
AIB 42 37 92 93
L-méthionine 18 15 64 59
L-isoleucine 4 10 12 10
L=leucine 0 2 17 21
L-phénylalanine 2 3 27 21
L-valine 0 2 3 9

Tableau 14. Compétition pour le transport d'AIB avec divers

acides aminés non radioactifs 2.

a Les bactéries sont incubées pendant 20 min a 30°C en solution

1 M NacCl. Les acides aminés (294ou 500 M) sont ensuite

aJoutes en méme temps que le (~"C)AIB. Le transport d'AIB est
mesuré apreés 0.5 et 1 min. En l'absence d°' a01de aminé compétitif,
le transport d'AIB est de 8.8 et 14.7 nmol/mg a 0.5 et 1 min
respectivement.
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tions (analogue/ (14C) AIB) est de 25/1, le transport d'AIB est
pratiquement totalement inhibé en présence de glycine, L-alanine
et AIB non radioactifs. A forte concentration, la méthionine
inhibe aussi le transport d'AIB. Ces résultats suggeérent que 1'
AIB partage le méme systéme de transport que la glycine et la

L-alanine.

2. Antiport Na'/HT.

1. mise en évidence:

Les bactéries sont incubées dans une solution contenant 1 M KC1l
pour éviter leur lyse (Christian et Ingram, 1959) et garder la
méme pression osmotique que celle de leur milieu de culture.

Il a par ailleurs été montré que la chailne respiratoire de V.
costicola est aussi fonctionnelle a 1 M KC1l qu'a 1 M NaCl
(voir Tableau 11).

Quand les bactéries sont équilibrées anaérobiquement & pHo 7.5
( leH = 0, voir Figure 11), une pulsion d'oxygéne provogue une
rapide acidification du milieu. Quand tout l'oxygéne apporté
est consommé, les protons sont réabsorbés par les bactéries et
le pH extérieur revient & sa valeur initiale (Figure 20 A). Le
milieu d'incubation contient aussi KSCN. Les ions SCN  1librement
perméables peuvent rapidement compenser les charges créées par

les mouvements ioniques & travers la membrane et par la, éviter
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Figure 20. Influence de NaCl et d'inhibiteurs sur 1'efflux de

protons liés & la respiration de Vibaio costicoda 2,

2 Un flux d'oxygéne est injecté dans une suspension bactérienne
en solution anaérobique 1 M KC1l (pH 7.5) ayant subi divers
traitements (voir texte).
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le développement d'un potentiel de membrane appréciable (Mitchell
et Moyle, 1969 b). Aucune acidification du milieu extérieur en
réponse a4 une injection d'oxygéne ne peut &tre observée lorsque
les bactéries sont préalablement traitées par les ionophores
CCCP, TCS et monensine, ou par le butanol i 85°C. Par contre,

une incubation des bactéries en présence de méthanol (le solvant
des ionophores) permet aussi d'observer l'acidification du milieu
en réponse a une pulsion d'oxygéne (Figure 20 B). Ces résultats
indiquent que Vibaio costicoda peut utiliser 1'énergie de la
respiration pour éjecter des protons a pH 7.5. Des résultats
identiques (non montrés) sont obtenus lorsque 1l'expérience

est réalisée & pH, 8.8 en solution 1 M KCI1.

Si les bactéries sont incubées en conditions anaérobiques en
présence de NaCl, une pulsion d'oxygéne provoque une plus faible
réponse dans l'acidification du milieu et le taux de déclin est
accéléré. Les temps de demi-réaction pour le retour du pHo a
sa valeur initiale sont 3.2 sec (sans NaCl), 1.8 sec (25 mM NaCl),
et 1.4 sec (50 mM NaCl) (Figure 20 A). Ces résultats suggeérent
qu'un antiport soit couplé avec une expulsion de NaT. Le taux de
l'activité de l'antiport augmente en fonction de la concentration
en Na+ jusqu'a une valeur maximale de 40 mM NaCl. V. codticoda
étant une bactérie strictement aérobique, il est supposé qu'aucun
gradient de Nat n'est établi par les bactéries en conditions

anaérobiques (West et Mitchell, 1974; Niven et Macleod, 1978).
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Cet antiport Nat/H' peut aussi &tre mis en évidence en
injectant dans une suspension de bactéries gardées en conditions
anaérobiques en solution 1 M KCl (sans NaCl) une solution
anaérobique de NaCl (Figure 21 A). Dans ces conditions d'anoxie,
la chalne respiratoire des bactéries ne fonctionne pas et l'en-
trée présumée de NaT par le biais de l'antiport Nat/Ht staccom-
pagne d'une éjection de protons. L'antiport Na+/H+ semble bien
spécifique aux ions Na+ puisque l'injection de solutions anaé-
robiques de KCl1l, LiCl, ou Choline-=Cl n'induit aucune acidification
du milieu.

La mise en évidence de l'antiport NaT/HY est complétée par
1*étude d'inhibiteurs. Lorsque les bactéries sont traitées
par les ionophores, aucune acidification du milieu n'a lieu en
réponse 4 1l'injection de solution anaérobique de NaCl, KCl, LiCl1,
ou Choline-Cl. Par contre une acidification peut &tre observée
aprés incubation des bactéries en présence de méthanol, indiguant
que ce sont ces découplants qui agissent sur l'activité de
l'antiport Na+/H+ et non leur solvant (Figure 21 B-E).

Cette étude de l'antiport en conditions anaérobiques est
aussi contr8lée en utilisant des bactéries traitées par le
butanol & 85°C. Aucune injection anaérobique de NaCl, KC1l, LiCl
ou Choline-Cl ne provoque d'acidification du milieu (Figure 21 F).
Des résultats identiques (non montrés) sont obtenus lorsque

l'expérience. est réalisée a pH 8.8.
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Figure 21. Effet d'ionophores et du butanol sur l'antiport

Nat/ut 2,

2 |es bactéries en solution anaérobique 1 M KC1 (pH 7.5)

sont soumises A une injection de diverses solutions
anaérobiques (25 mM NaCl, LiCl, KCl, ou Choline Cl)
aprés avoir été incubées en présence d'ionophores ou de
butanol (voir texte).
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2. r8le dans la régulation du pHi:

L'effet de NaCl sur l'accumulation de méthylamine a été étudié
sur les bactéries placées en conditions aérobiques et anaérobiques
(Tableau 15). Comme attendu d'aprés les résultats de la Figure 9,
la méthylamine n'est pas accumulée 3 pHo voisin de la neutralité,
que les bactéries soient en solution 1 M NaCl ou KCl, a l'air ou
sous atmosphére d'azote. Par contre, une large accumulation de
méthylamine peut &tre observée a pH 8.6 1lorsque les bactéries
sont incubées en présence de NaCl, & la fois dans des conditions
aérobiques et anaérobiques, et pratiquement aucune accumulation
ne peut &tre détectée pour celles incubées en solution KC1l.

Ces résultats apportent une évidence pour un rdle de l'antiport
dans la régulation du pH cytoplasmique dans des conditions de

pHo alcalins.

3. croissance de V. costicoda en fonction de pHo:

Que sa respiration (voir Figure 13), son potentiel de membrane
(voir Figure 11) présentent une activité optimale a pH compris
entre 8.5 et 9.0, qu'un antiport Nat/H" contribue & la régulation
de son pHi dans des conditions de pHo alcalins (voir Tableau 15)
laissent supposer que V. costicola puisse se développer a pH
alcalin. Des expériences de culture en fermenteur sont donc

réalisées dans des conditions contr8lées de pH. La Figure 22 montre
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Phase gazeuse Solution saline pHo pHi A DpH

Azote KC1 7.11 7.11 oP
KC1 8.58 7.95 0.63
NaCl 7.00 7.00 0
NaCl 8.63 7.53 1.10

Air KC1 6.98 6.98 0]
KC1l 8.58 8.58 0
NaCl 6.93 6.93 0
NaCl 8.64 7.77 0.87

Tableau 15. Effet de NaCl sur le pHi de V.ibrio costicola a,

& Vibaio costicola est incubé sous atmosphére d'azote ou en
conditions aérobiques, en solution 1 M KCl ou 1 M NaCl
(pH 7 ou 8.7). Le pHi des bactéries est déterminé par
accumulation de (14C) méthylamine.

b ApH ntest pas détecté avec la méthylamine.
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& VY, costicola est cultivé en fermenteur a divers pH
extérieurs, sur le milieu complexe 1 % PPT + 1 M NaCl.
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qu'en fait V. costicola peut se développer de manieére optimale

sur une large échelle de pHo allant de 6.5 jusqu'au pH alcalin 9.0.

3. Tolérance de Vibaio cositicola aux fortes concentrations de NaCl.

Vibrio costicola est une bactérie halophile modérée qui peut
se développer sur une vaste échelle de concentrations en NaCl
(environ 0.2 - 3.5 M). Forsyth et Kushner (1970) ont montré chez
Vibrio costicoda et Paracoccus halodenitrificans, une autre
bactérie halophile modérée, que cette croissance en présence d'un
si large rang de concentrations en NaCl n'est pas le fait d'une
sélection d'organismes plus ou moins résistants au sel mais
résulte d'une adaptation individuelle. Un mécanisme d'adaptation
possible est que les bactéries forment des enzymes et structures
dont la réponse au sel est influencée par la concentration en
NaCl du milieu de culture. Pour tester cette hypothése, la
membrane cellulaire est le siége privilégié puisqu'elle est en
contact direct avec le milieu extérieur et qu'en dépit des
incertitudes concernant la composition et 1'état des ions intra-
cellulaires, le milieu extérieur peut &tre parfaitement connu.
Le systéme de transport d'AIB chez V. costicola fut choisi

(Kushner, 1980).
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1. effet de la concentration en NaCl du milieu de culture sur

l'halotolérance du transport d'AIB:

a) accumulation d'AIB:

- Gt " — ——— Y75} ——— T S —

L'activité du transport d'AIB en présence de concentrations
variées de NaCl est comparée entre les bactéries cultivées sur le
milieu complexe 1 % PPT contenant soit 0.5 M NaCl, soit 1 M NacCl.
Lorsque les bactéries sont cultivées en présence de 0.5 M NaCl
(Figure 23 A), leur transport d'AIB est optimal en présence de
0.5 et 1 M NaCl, décroit 4 2 M NaCl et est fortement inhibé 3
3 M NaCl. Pratiquement plus d'AIB n'est accumulé par les bactéries
a 4 M NaCl, Les bactéries cultivées a 1 M NaCl (Figure 23 B)
présentent aussi une activité de transport optimale a 0.5 et 1 M
NaCl qui diminue a4 2 M NaCl., Par contre, 4 3 M et méme 4 M NaCl,
ces bactéries gardent encore une bonne aptitude a transporter
1*AIB. En présence de 0.25 M NaCl, le transport d'AIB est presque
aussi grand que dans les conditions optimales (0.5 et 1 M NaCl),
et de maniére similaire pour les bactéries cultivées & 0.5 et 1 M
NaCl,

Le transport d'AIB des bactéries cultivées & 2 M NaCl répond
de maniére identique a4 celui des bactéries cultivées & 1 M NaCl,
avec un transport en présence de 4 M NaCl relativement plus

€levé (résultats non montrés).
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Figure 23, Effet de la concentration en NaCl sur le transport

d'AIg 2.

2 Les bactéries cultivées et lavées en solution 0.5 M (A) ou

1 M (B) NaCl sont transférées dans des solutions salines
contenant diverses concentrations en NaCl et (l4C)AIB

(pH 7.2). L'accumulation d'AIB est mesurée en fonction du
temps.
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b) efflux d'AIB:

Le transport actif des composés & travers une membrane est
formé de deux phénoménes opposés: leur entrée dans la cellule et
leur efflux (Maloney et ad., 1975). Tout comme sa caractérisation,
(section 1 des "Résultats", p 97-132), la réponse au sel du
transport d'AIB est essentiellement étudiée dans le sens de l'ac-
cumulation de 1'AIB dans les cellules. Mais l'effet des fortes
concentrations en NaCl a aussi été étudié sur l'efflux de 1'AIB
des bactéries de la maniére suivante:

Les bactéries cultivées 4 0.5 et 1 M NaCl sont tout d'abord
placées dans des solutions salines 0.5 et 1 M NaCl respectivement,
et leur accumulation d'AIB est mesurée. Des cristaux de NaCl
sont ensuite rapidement ajoutés a ces suspensions bactériennes
pour augmenter la concentration en NaCl de leur milieu jusqu'a
3 ou 4 M NaCl et la mesure du transport d'AIB est poursuivie,

La Figure 24 montre que l'augmentation de la concentration en

NaCl du milieu dans lequel les bactéries sont en train d'accumuler
1'AIB provoque un efflux immédiat de 1'AIB. De maniére réciproque
a l'expérience précédente mesurant l'incorporation de 1'AIB

(voir Figure 23), les bactéries cultivées 4 1 M NaCl gardent

une meilleure aptitude a retenir 1'AIB lorsqu'elles sont trans-

férées & 3 et 4 M NaCl que celles cultivées a 0.5 M NaCl.
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Figure 24, Effet des fortes concentrations en NaCl sur

a

1'efflux d' AIB .

8 e transport d'AIB est mesuré sur les bactéries cultivées
et lavées 3 0.5 M (], A, ®) ou 1 M (CJ,A,O) NaCl, (pH 7.2).
A t = 30 min, des cristaux de NaCl sont ajoutés pour

_ajuster les concentrations finales 4 3 M (H,O) ou
4 M (A, ) NaCl, et le transport d'AIB est mesuré pendant

30 autres minutes.
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2. effet du pH extérieur sur 1'halotolérance du transport d'AIB:

Que le transport d'AIB soit mesuré dés que les bactéries sont
transférées dans les solutions (pH 7.2) contenant différentes
concentrations en NaCl ( 0.5, 1, 3, ou 4 M) (voir Figure 23)
ou aprés 45 min d'incubation dans ces solutions 3 30°C (Tableau 16),
il existe toujours la méme différence notable dans 1l'halotolérance
a 3 et 4 M NaCl entre les bactéries cultivées 4 0.5 M et celles
cultivées 4 1 M NaCl. Par ailleurs, le transport d'AIB étant
optimal & un pH compris entre 8.5 et 9.0 (voir Figure 12), 1!
effet des différentes concentrations en sel sur le transport d'AIB
est aussi étudié a pH 8.75. Ainsi, lorsque les bactéries sont
cultivées a 0.5 M NaCl, le transport d'AIB est plus actif & pH
8.75 qu'a pH 7.2 an présence de 0.5 M, 1 M et méme 3 M NaCl.

Par contre, en présence de 4 .M NaCl, un pH extérieur de 8.75

n'a pratiquement aucun effet activateur sur le transport d'AIB,
comparé a l'activité du transport a& pH 7.2. Lorsque les bactéries
sont cultivées a4 1 M NaCl, le transport d'AIB est stimulé 3 pH
8.75 en présence de 1 M et méme 3 M NaCl par rapport a l'activité
observée a pH 7.2. En présence de 4 M NaCl, le transport d'AIB

ntest pas sensible au pH extérieur.
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Concentration en NaCl (M) Transport d'AIB (nmol/mg)
Croissance Essai pH 7.20 pH 8.75
1 min 30 min 1 min 30 min
0.5 0.5 12.3 69.5 17.2 83.2
1 0.6 60.9 16.9 73.3
3 1.3 2.3 1.6 2.9
4 0.4 0.1 0.5 0.3
1 1 15.9 88.9 24,0 107.4
3 2.1 9.7 3.7 18.3
4 1.3 5.2 1.2 5.1

Tableau 16, Effet du pH extérieur sur l'halotolérance du transport

d'AIB 2,

@ Les bactéries sont incubées pendant 45 min 3 30°C dans les
solutions salines contenant 0.5, 1, 3, ou 4 M NaCl (pH 7.2 ou
8.75) avant d'initier le transport d'AIB.
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3. étude cinétique du transport d'AIB en relation avec

l1'halotolérance:

La détermination des paramétres cinétiques du transport d'AIB
sur les bactéries cultivées a 0.5 et 1 M NaCl réveéle que la cons-
tante Ky de transport est du méme ordre de grandeur entre les
2 cultures (Tableau 17; Figure 25). Ces résultats suggérent que
la différence observée dans l'halotolérance du transport d‘'AIB
entre les bactéries cultivées a 0.5 M et celles cultivées a 1 M
NaCl ne réside pas dans une modification de 1'affinité de 1la pro-
téine de transport pour 1'AIB pendant la croissance des bactéries
a4 différentes concentrations en NaCl.

Le transfert des bactéries cultivées a 0.5 M NaCl dans une
solution contenant 1 M NaCl, et inversement celui des bactéries
cultivées a4 1 M NaCl dans une solution contenant 0.5 M NaCl
n'induit que de faibles changements dans les paramétres cinétiques
du systéme de transport. Lorsque les bactéries cultivées a
1 M NaCl sont transférées a4 3 M NaCl, 1'affinité de la protéine de
transport pour 1°'AIB n'est pas modifiée mais la vitesse de

transport (Vpax) est fortement diminuée.
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Concentration en NaCl (M) Kt (yM) VmaX (nmol/min/mg)
Croissance Essai
0.5 0.5 7.62+0.29 14.10+0.85 (2)°
1 12.24il.81 15.87i0.29 (2)
1 0.5 14.07i0.77 31.46i0.52 (2)
1 10.75+4.73 40.95+6.86 (5)
3 24.19+7.36 3.18+0.42 (3)

Tableau 17. Effet de NaCl sur les paramétres cinétiques du

transport d'AIB a‘

Les bactéries cultivées a 0.5 ou 1 M NaCl sont incubées pendant

45 min & 30°C dans les solutions salines montrées (pH 8.7).

Le transport d'AIB est mesuré apreées 30 sec.

Les résultats sont la moyenne d'expériences indépendantes

dont le nombre est donné entre parenthéses + erreur standard.
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Figure 25. Courbes représentatives typiques de l'effet de

NaCl sur les paramétres cinétiques du transport d'AIB en

relation avec son halotolérance 2.

@ Les bactéries cultivées 3 0.5 M (@, M) et 1 M (0,0, A)

NaCl sont incubées pendant 45 min & 30°C dans des
solutions contenant 0.5 M (@,QO), 1 M (IB,0) ou 3 M (A)
NaCl (pH 8.7). Le transport d'AIB est mesuré aprés 30 sec.
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4. étude du développement de l'halotolérance du transport d'AIB:

L'approche par laquelle la comparaison de la tolérance a 3
et 4 M NaCl du transport d'AIB entre les bactéries cultivées
4 0.5 et 1 M NaCl est étudiée consiste a déterminer quelles
conditions particuliéres d'incubation permettent aux bactéries
cultivées & 0.5 M NaCl de développer un systéme de transport
d'AIB aussi halotolérant que celui observé chez les bactéries
cultivées sur le mé@me milieu complexe mais avec 1 M NaCl.

Les résultats de plusieurs expériences (Tableau 18) montrent
que l'halotolérance du systéme de transport d'AIB peut &tre
développée en 2 h (ou plus) en transférant les bactéries
cultivées a 0.5 M NaCl dans le milieu de culture complexe PPT
contenant 1 M NaCl, méme en présence de chloramphénicol,
suggérant que le développement de 1'halotolérance du systéme
d'AIB ne requiert pas la synthése de nouvelle protéine. Une
incubation des bactéries dans la solution saline 1 M NaCl
n'induit pas ce développement, méme en présence de glucose
(substrat métabolisé par les bactéries, voir Figure 8), ou de
NH4C1. Par contre, l'addition simultanée de glucose + NH,C1
en solution saline 1 M NaCl stimule le développement de
1'halotolérance du systéme de transport d'AIB. Cette stimulation
n'est pas observée en solution 1 M KCl, méme en présence de
glucose + NH4Cl. Ces résultats suggérent que pour le dévelop-

pement de la tolérance au sel du systeme de transport d'AIB,
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Tableau 18, Effet de divers milieux d'incubation sur 1le
développement de la tolérance a 4 M NaCl du transport d'AIB

chez les bactéries cultivées a 0.5 M NaCl 2.

& Vibrio costicola est cultivé en milieu PPT (0.5 %) avec O.5 M
NaCl jusqu'en phase exponentielle (0.2 a& 0.4 mg poids sec/ml).
Les bactéries sont ensuite diluées avec un volume égal de
milieu de culture 0.5 % PPT contenant 0.5 M NaCl (essai 1) et
1.5 M NaCl (essai 2), Dans l'essai 3, les bactéries sont
lavées 2 fois en solution saline 0.5 M NaCl (pH 7.2) et
incubées en solution 1 M NaCl ou 1 M KC1 (pH 7.2) avec ou sans
substrat. Aux temps indiqués, les bactéries sont lavées en
solution 1 M NaCl et le transport d'AIB est effectué comme
Figure 23.

accumulation d'AIB (nmol/mg) mesurée aprés 60 min.

C accumulation relative & 4 M NaCl exprimée en % de celle a4 1 M NaCl.
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Essai Milieu d'incubation Temps (h) Transport d'AIB

i.omMmP 4.0mF©C

NaCl NaCl
1l 0.5 M NaCl + 0.5 % PPT 0 30 O
7.5 61 1
2 1.0 M NaCl + 0.5 % PPT 0 18 0
2 19 10
4 31 30
6 33 52
1.0 M NaCl 4+ 0.5 % PPT 2 49 19
+ chloramphénicol(IOOpg/ml)

4 52 16
6 33 42
3 1.0 M NaCl 0 21 0
4.5 16 8
1.0 M NaCl + 0.2 M NH4Cl 4.5 13 6
1.0 M NaCl + O.1 M glucose 4.5 38 7
1.0 M NaCl + O.1 M glucose 4.5 19 28

+ 0.2 M NH4CI
1.0 M KC1 + 0.1 M glucose 4.5 7 0

+ 0.2 M NH401
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les bactéries cultivées & 0.5 M NaCl requiérent une incubation dans
une solution contenant spécifiquement 1 M NaCl et des substrats

particuliers.

Suite & ces résultats, d'autres expériences sont réalisées,
consistant & cultiver les bactéries 4 0.5 M NaCl et les incuber
dans des solutions salines contenant 0.5 M ou 1 M NaCl (pH 7.2)
et divers substrats et tester ensuite le transport d'AIB en
présence de 1, 3, et 4 M NaCl . Les résultats (Tableau 19)
montrent que les bactéries peuvent développer plus facilement
la tolérance du systéme de transport & 3 M NaCl qu'a 4 M NaCl.
Ainsi, apres une simple incubation de 2 heures dans une solution
saline 1 M NaCl ne contenant pas de substrat, les bactéries
peuvent transporter 1'AIB e: présence de 3 M NaCl, mais elles
restent inhibées a 4 M NaCl. Une incubation en présence de
substrats complexes (PPT, acides aminés ou extraits de levures)
pendant 2 heures cause une forte stimulation du transport d'AIB
a 3 et 4 M NaCl. Le glycérol et le saccharose, bien que métabolisés
(voir Figure 8) n'induisent pas le développement de l'halotolérance
du transport d'AIB 4 3 et 4 M NaCl. Par contre la bétaine, subs-
trat non utilisé par les bactéries (voir Figure 8) stimule
fortement le développement de l'halotolérance du transport d'AIB
a4 3 et 4 M NaCl lorsque les bactéries sont incubées a 1 M NaCl.

Aucune halotolérance du transport d'AIB n'est développée a

4 11 NaCl lorsque les bactéries sont incubées en présence de
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Tableau 19. Effet de divers milieux d'incubation sur le développement
de la tolérance a 3 et 4 M NaCl du transport d'AIB chez les bactéries

cultivées a 0.5 M NaCl 2,

2 |es bactéries sont cultivées & 0.5 M NaCl et lavées en solution
0.5 M NaCl (pH 7.2). Elles sont ensuite incubées (100 ml, 0.2 & 0.3
mg poids sec/ml) & 30°C en solution saline contenant 0.5 M ou 1 M
NaCl (pH 7.2) en présence de chloramphénicol (100 ug/ml), et
avec ou sans substrat. Aux temps indiqués, les bactéries sont
lavées 2 fois en solution saline de méme concentration en NaCl
que celle d'incubation et le transport d'AIB est effectué comme
Figure 23, mais 1'AIB est ajouté aprés 45 min d'incubation des
bactéries en solution 1 M, 3 M, ou 4 M NaCl (pH 7.2).

Le transport d'AIB est mesuré aprés 30 min. L'accumulation & 3 et 4
NaCl est exprimée en % de celle a 1 M NaCl.
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Essai Milieu d'incubation Temps (h) Transport relatif d'AIBb
3 M NaCl 4 M NaCl

1 0.5 M NaCl 2 5 3
1 M NaCl 2 21 3
1 M NaCl + 1 % PPT 2 63 17
1 M NaCl + 1 % 2 56 27
casamino-acids
1 M NaCl + 1 % 2 74 16
extrait de levure

2 0.5 M NaCl 4 1 0
1 M NaCl 4 14 1
1 M NaCl + 0.2 M NH4Cl 4 14 3
1 M NaCl + 0.1 M glucose 4 32 3
1 M NaCl + 0.1 M glucose 4 64 7
+ 0.2 M NH,C1

4

3 0.9 M NaCl 4 1 1
1 M NaCl 4 21 4
1 M NaCl + 10 % glycérol 4 21 1
1 M NaCl + 10 % 4 27 5
saccharose

4 0.5 M NaCl 2 1 0
0.5 M NaCl + 1 mM bétaine 2 13 1
1 M NaCl 2 15 1
1 M NaCl + 1 mM bétaine 2 40 52

5 1 M NaCl 2 15 0
1 M NaCl + 50 mM bétaine 2 82 32
1 M NaCl + 50 mM choline 2 2 0
1 M NaCl + 50 mM 2 4 0
éthanolamine
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bétaine en solution contenant seulement 0.5 M NaCl, et l'halo-
tolérance & 3 M NaCl n'est que faiblement améliorée. La bétaine
agit a faible concentration (1 mM), et une plus forte augmentation
dans le milieu d'incubation (50 mM) stimule davantage l'haloto-
lérance du transport a 3 M NaCl, mais pas a 4 M NaCl. La

choline, 1'éthanolamine, analogues structuraux de la bétaine,
n'ont aucun effet stimulateur sur l'halotolérance du transport

d'AIB, que ce soit & 3 ou 4 M NaCl,

Le transport d'AIB est aussi comparé entre les bactéries cul-
tivées a 0.5 et 1 M NaCl et transférées dans différentes concen-
trations en NaCl en présence de bétaine (100 mM). La Figure 26
montre que la bétaine a un effet stimulateur sur le transport
d'AIB en présence de 2 et 3 M NaCl, mais pas a 4 M NaCl. A plus
faibles concentrations de NaCl (0.5 et 1 M), la bétaine a un
effet inhibiteur. Aucune différence significative n'est a noter

dans l'effet de la bétaine entre les cultures 0.5 et 1 M NaCl.

5. étude de la perte de 1'halotolérance du transport d'AIB:

Les expériences précédentes montrent que le systéme de trans-
port d'AIB des bactéries cultivées & 0.5 M NaCl peut devenir
tolérant a4 3 et 4 M NaCl sans faire intervenir la synthése de
nouvelle protéine par incubation de 2 ou 4 heures en solution
contenant spécifiquement 1 M NaCl et des substrats complexes

tels PPT, acides aminés ou extraits de levures, ou des substrats
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Figure 26. Effet de la bétaine sur le transport d'AIB en présence

de diverses concentrations en NaCl &,

2 Les bactéries cultivées et lavées 3 0,5 M (A) et 1 M (B) NaCl
sont incubées pendant 45 min a 30°C dans 0.5 M (A, A),
1M (O,m), 24 (O @), 3M (O,@) et 4 M (V,V) Nacl
en absence ou en présence de bétaine (B) (100 mM).
Le (14C)AIB est ensuite ajouté et le transport d'AIB est mesuré
en fonction du temps.
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particuliers tels glucose + NH401 ou bétaine. Mais si le
développement de l'halotolérance du transport d'AIB des bactéries
requiert 2 heures d'incubation (ou plus), c'est trés rapidement
que le systéme de transport d'AIB des bactéries cultivées a

1 M NaCl devient sensible en présence de 4 M NaCl, puisque 2
lavages des bactéries en solution 0.5 M NaCl ou KC1l suffisent.
(Tableau 20). Par contre, méme aprés une incubation de 4 heures

en solution 0.5 M NaCl, le systéme de transport d'AIB des
bactéries cultivées a 1 M NaCl n'est pas plus sensible en présence
de 3 M NaCl que celui des bactéries ayant été incubées en solution

1 M NaCl.

6. relation entre l'halotolérance du transport d'AIB et la

pression osmotique interne des bactéries:

Christian et Ingram (1959) ont mis en évidence que V. costicolda
lyse lorsqu'il est transféré en solution aqueuse ne contenant pas
de sels minéraux et que la valeur du point de lyse des bactéries
dépend de la concentration en NaCl 32 laquelle elles sont
cultivées. Ces observations suggérent que le point de lyse des
bactéries puisse @tre un indice de leur concentration en solutés
internes ol, a un faible point de lyse correspondrait ure faible
pression osmotique interne.

Des expériences sont réalisées pour établir si le développe-
ment de la tolérance & 3 et 4 M NaCl du systéme de transport

d'AIB observé chez les bactéries cultivées & 0.5 Il ilaCl et incubées
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Essai Milieu d'incubation Transport relatif d'AIBb
3 M NaCl 4 M NaCl

1 1 M NaCl - 23

0.5 M NaCl - 1

1 M KC1 - 16

0.5 M KC1 - 1
2 1 M NaCl 26 14

0.5 M NaCl 33 1

Tableau 20. Effet de diverses solutions sur la perte de la

tolérance au sel du transport d'AIB des bactéries cultivées a

1

a

M NaCl 2,

Dans l'essai 1, les bactéries sont lavées 2 fois en solution saline
NaCl ou KCl (0.5 ou 1 M) (pH 7.2) avant d'étre transférées dans

1?2 solutions salines 1M ou 4 M NaC} (pH 7.2) contenant .
(“7C)AIB. Le transport d'AIB est mesurée comme Figure 23, apres

60 min.

Dans l'essai 2, les bactéries sont lavées 2 fois en solution 1 M
NaCl (pH 7.2)., Elles sont ensuite incubées pendant 4 h en

solution NaCl (0.5 ou 1 M) en présence de chloramphénicol et
traitées dans les mé&mes conditions que Tableau 19.

L'accumulation 4 3 et 4 M NaCl est exprimée en % de celle a
1 M NacCl.
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a 1 M NaCl dans des conditions déja décrites (voir Tableau 19)
s'accompagne d'une augmentation de la pression osmotique interne
des bactéries, évaluée par une variation dans la valeur du point
de lyse des bactéries, et inversement pour les bactéries
cultivées a 1 M NaCl dont le transport d'AIB devient sensible
aux concentrations de 3 et 4 M NaCl. La Figure 27 montre que
les bactéries cultivées en présence de 0.5 M NaCl ont un point
de lyse & 0.065 M NaCl alors que celles cultivées 4 1 M NaCl
commencent a lyser dés 0.13 M NaCl. Lorsque les bactéries cultivées
a 0.5 M NaCl sont incubées pendant 2 heures dans le milieu com-
plexe contenant 1 % PPT + 1 M NaCl, elles lysent a une concentra-
tion en NaCl plus élevée (0.105 M NaCl) que celles restées en
solution 1 % PPT + 0.5 M NaCl, et inversement, lorsque les
bactéries cultivées 4 1 M NaCl sont transférées dans le milieu
complexe 1 % PPT + 0.5 M NaCl, elles ont un point de lyse plus
faible (0.070 M NaCl) que si elles restent dans le milieu
1 % PPT + 1 M NaCl. Par ailleurs, les bactéries cultivées a 0.5 M
NaCl et transférées a 1 M NaCl développent un systéme de trans-—
port d'AIB halotolérant, et le systéme de transport d'AIB de
celles cultivées a 1 M NaCl et transférées 34 0.5 M NaCl devient
sensible aux fortes concentrations de NaCl (Figure 27).

Ces résultats suggeérent qu'il existe une corrélation entre
l'augmentation de la pression osmotique interne des bactéries et
le développement d'un systéme de transport halotolérant. Toutefois,

le développement de la tolérance a 3 et 4 M NaCl du systéme de
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Figure 27. Détermination du point de lyse a,

2 Les bactéries cultivées a 0.5 ou 1 M NaCl sont incubées

2 h en solution saline 0.5 ou 1 M NaCl contenant 1 % PPT
et 100 pg/ml chloramphénicol (pH 7.2), et traitées dans
les mémes conditions que Tableau 19. Le point de lyse des
bactéries est déterminé par mesure de l'absorption du
surnageant des solutions a 260nm. L'accumulation d'AIB

-

A 3 et 4 M NaCl est exprimée en % de celle a 1 M NaCl.
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transport d'AIB par incubation des bactéries en présence de
bétaine (1 mM) (Tableau 19, essai 4) ne s'accompagne pas de
variations sensibles dans la valeur du point de lyse des bactéries

(résultats non montrés).

7. étude microscopique:

Une étude microscopique est réalisée sur les bactéries aprés
leur culture a 0.5 et 1 M NaCl et aprés leur transfert dans les
solutions salines contenant de fortes concentrations en NaCl
pour déterminer si l‘'augmentation de la pression osmotique externe
induit des changements morphologigues, par exemple au niveau de

la membrane des bactéries.

Dans sa concentration en NaCl de croissance optimale (1 M)
(Forsyth et Kushner, 1970), V. costicoda se présente sous
forme de petits bacilles aux extrémités arrondies, sans
flagelles, en forme de virgules (Figure 28 C,D). Ces bacilles,
isolés ou en chalines ont une taille moyenne de (1.5 a 3) pox
(0.1 & 0.2) P. Cultivé sur milieu contenant 0.5 M NaCl, V.
costicoda se présente sous forme de batonnets aux extrémités
arrondies, sans flagelles, mais plus droits et plus longs
(Figure 28 A,B). La taille moyenne de ces bacilles est de

(2.5 & 3.5) p x (0.1 & 0.2) .
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Figure 28. Microscopie optique de Vibrio costicoda cultivé sur
milieu complexe 1 % PPT contenant 0.5 M (A, B) ou 1 M (C, D)
NaCl.

(A et C: Microscopie en contraste de phase; B et D: interférences
de Nomarski)
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b) observations cytologiques:

L'examen des sections trés fines montre que V. cosiicoda
cultivé a 0.5 M NaCl (Figure 29) et 1 M NaCl (Figure 30) et
incubé en solution saline de mé&me concentration en sel que celle
de culture a la structure typique des bactéries Gram-négatif
(Costerton et adld., 1974).

Le transfert des bactéries cultivées a 0.5 M NaCl en solution
1 M NaCl n'induit pas de choc osmotique et les bactéries gardent
leur structure intacte (Figure 29). Par contre, l'incubation des
bactéries cultivées a 0.5 M et 1 M NaCl dans des solutions salines
de 3 et 4 M NaCl induit de remarquables changements morpholo-
giques au niveau de la paroi cellulaire: elle est parfois endom-
magée, et dans tous les cas elle est décollée de la membrane
cytoplasmique, augmentant considérablement 1l'espace périplasmique.
Le cytoplasme garde sa structure granulaire et le nucléoide
fibrillaire est toujours présent au centre de la bactérie.

Ces résultats mettent en évidence que les variations de
concentration ionique induisent une plasmolyse des bactéries,
mais la réponse morphologique des bactéries n'est pas différente

entre les cultures a 0.5 et 1 M NaCl.
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Figure 29. Micrographie de Vibrio costicoda cultivé sur milieu
complexe contenant 0.5 M NaCl et incubé en solution saline con-

tenant 0.5 M (A), 1 M (B), 3 M (C) ou 4 M (D) NaCl.
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Figure 30. Micrographie de Vibaio cositicola cultivé sur
milieu complexe contenant 1 M NaCl et incubé en solution saline

contenant 1 M (A), 3 M (B) ou 4 M (C) NaCl.
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8. effet des fortes concentrations en NaCl sur la consommation

d'oxygéne et la teneur en ATP:

L'activité respiratoire et la teneur en ATP des bactéries en
présence de fortes concentrations en NaCl ont également été com-
parées entre les cultures 0.5 et 1 M NaCl.

La mesure de la consommation d'O2 réveéle que la respiration
endogeéne des bactéries cultivées a 0.5 M NaCl est plus inhibée
a 4 M NaCl (87 % d'inhibition par rapport & 1 M NaCl) que celle
des bactéries cultivées a4 1 M NaCl (73 % d'inhibition) (Tableau 21).
De méme, les bactéries cultivées a 1 M NaCl gardent une plus
grande capacité A oxyder le glucose et le succinate en présence
de 4 M NaCl que celles cultivées a4 0.5 M NaCl, mais pas le glycérol.
Bien que la chalne respiratoire soit aussi un systéme enzymatique
membranaire, cette différence d'inhibition de l'activité respira-
toire entre les cultures 0.5 et 1 M NaCl n'est cependant pas aussi
forte que celle observée dans le transport d'AIB ol l'accumulation
3 4 M NaCl est pratiquement nulle chez les bactéries cultivées
4 0.5 M NaCl. Une telle différence d'inhibition se retrouve par
contre au niveau de la teneur en ATP des cellules puisqu'apreés
45 min d'incubation en présence de fortes concentrations en NaCl
( 3 et 4 M), les bactéries ayant été cultivées en présence de 0.5
M NaCl perdent une grande partie de leur ATP, alors gue celles
ayant été cultivées en présence de 1 M NaCl en possédent encore

plus de 70 % (Tableau 21).



Concentration en NaCl (M)

Consommation d'O

2

(pg 0,/min/mg)

Teneur en ATP

(Pg/mg)
Croissance Essai Endogéne Glucose Succinate Glycérol
0.5 0.5 1.14+40.14 1.66+0.03 4.44+0.13 2.60+0.22 7.58
1.0 0.78+0.09 1.14+0.01 3.8240.07 2.24+0.09 9.05
3.0 0.17+0.02 0.13+0.01 0.17+0.02 0.54+0.11 3.22
4,0 0.10+0.01 0.0940.01 0.10+0.01 0.31+0.05 0
1.0 1.0 0.74+0.02 1.04+0.04 3.7440.15 1.46+0.07 10.06 '
’-—l
3.0 0.34+0.02 0.4040.03 0.74+0.08 0.60+0.03 7.65 o
!
4,0 0.20+0.02 0.26+0,03 0.26+0.03 0.4440.05 7.51

Tableau 21. Effet des fortes concentrations en NaCl sur la consommation d'oxygéne et la

teneur en ATP des bactéries 2,

& | es bactéries cultivées 4 0.5 ou 1 M NaCl sont transférées en solution saline contenant

0.5, 1, 3, ou 4 M NaCl (pH 7.2). C'est le taux initial de la respiration endogéne et de
1'oxydation des substrats (20 mM) qui est mesuré. Les résultats sont la moyenne de 2
expériences indépendantes + déviation standard de la moyenne.

L'ATP est extrait aprés 45 min d'incubation & 30°C.
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4 . Discussion

Vibrio costicola est une bactérie halophile modérée qui
reguiert une concentration de 1 M NaCl pour une culture optimale
(Forsyth et Kushner, 1970), et lyse en solution aqueuse (Chris-
tian et Ingram, 1959). La lyse peut &tre évitée en absence de
NaCl en incubant les bactéries dans d'autres solutions salines
contenant 1 M KC1l, LiCl ou NH4C1. Les bactéries peuvent aussi
continuer a respirer (respiration endogéne et oxydation d'éthanol)
dans ces solutions et méme synthétiser de 1'ATP en solution 1 M
KCl en présence d'éthanol, suggérant que ni la chalne respira-
toire, ni 1'ATPase de V. costicoda ne requiérent les ions Nat
pour leur activité. Par contre, au moins 3 fonctions dépendent
spécifiquement des ions Nat. Ce sont:

(1) 1'accumulation d'AIB et le maintien d'AIB a l'intérieur
des cellules;

(2) la formation et le maintien de 139/;

(3) la régulation du pH interne en milieu alcalin par
l'activité d'un antiport Nat/n*.

Les 1ions Li+ ne peuvent pas substituer les ions Na+ a ces
fonctions et sont mé&me inhibiteurs de ZXY et du transport d'AIB.
Toutes ces activités Na+—dépendantes. inactives en présence de
KCl (1 M) peuvent 8tre restaurées par transfert des bactéries
dans une solution contenant 1 M NaCl, d& un taux d'activité prati-
quement identique & celui des bactéries restées en solution 1 M

NaCl en ce qui concerne Zlq} et le transport d'AIB, indiquant que
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1'intégrité de la membrane est préservée en solution 1 M KCI1.

Plusieurs lignes d'évidence montrent que le transport d'AIB
de V. costicola est en étroite relation avec l'activité de la
chaine respiratoire, sous la dépendance énergétique de ZXW :

% le systéme de transport d'AIB et la chaine respiratoire ont
une activité optimale a pH 8.5-9.0, et ZXY a aussi sa plus grande
valeur 3 pH alcalin (pH 9.0);

* le transport d'AIB et ZX*’ présentent des réponses identiques
a l'environnement ionique et & la présence d'inhibiteurs;

* des variations dans l'amplitude de ﬁﬁ/mesurées par la distri-
bution de TPMPT résultent en des changementS correspondants dans

le transport d'AIB.

La force protomotrice de V. costicola est mesurée en fonction
du pH extérieur. A un pHo de 7.5, le potentiel chimique (60. ApH)
disparalt, laissant Zly} (intérieur négatif) comme seule composante
de Ap. Au-deld de pH 7.5, le gradient de pH est inversé (intérieur
acide). Sous ces conditions (pH 8.5—8.8),£5Y est dissipé par
les inhibiteurs de la respiration NEM et KCN, et par les
protonophores TCS et CCCP. La sensibilité delﬁy a ces réactifs
montre l'importance de l'efflux de protons par la respiration

pour établir Zlq) .
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Cet efflux de protons 1ié a la respiration a aussi été direc-
tement démontré par une acidification du milieu extérieur quand
des bactéries gardées en solution anaérobique (1 M KCl) regoivent
une injection d'oxygéne. Les résultats présentés furent obtenus
a pHo 7.5 ol il n'y a pas de gradient de pH 4 travers la membrane
avant la pulsion respiratoire. Des résultats similaires furent
obtenus 3 pHo alcalin (8.8). L'efflux de protons en réponse a
l'activité respiratoire est inhibé par les ionophores TCS et
CCCP aussi bien a pH 7.5 que 8.8. Cette inhibition n'est pas
dlie & une inhibition de la respiration (voir Tableau 10 p 114),
mais elle résulte de la réabsorption immédiate des protons aprés
leur expulsion par la chaline respiratoire activée par l'injection
d'oxygéne aux bactéries anaérobiques. La monensine favorise aussi
cette réabsorption de protons a pH 7.5, indiquant que chez
V. costicoda, elle puisse, comme les découplants, abolir le
net efflux de protons en réponse a une injection d'oxygéne et

donc dissiper 139} (Tableau 10, p 114).

L'intervention d'une source d'énergie additionnelle éAAY/
pour le transport d'AIB de V. costicolda est suggérée par le
fait que des donneurs d'électrons et de faibles concentrations
de DCCD stimulent le taux respiratoire et augmentent le transport
d'AIB sans changer l'amplitude de ZX*’. Mais alors que l'addition
d'alcools induit simultanément une synthése d'ATP (Tableau 9, p 111),
une diminution du taux d'ATP peut &tre observée en présence de
faibles concentrations de DCCD (Figure 14, p 113),indiquant que 1'ATP

n'est pas la source d'énergie additionnelle intervenant dans le



- 170 -

transport d'AIB.

L'étude du transport d'AIB en réponse a des sources d'énergie
induites artificiellement indique que la source d'énergie addi-
tionnelle est le potentiel chimique de Na+. Peu de transport
d'AIB a lieu en réponse au gradient de Na+ seul, mais le
transport observé avec [kw comme source d'énergie est augmenté
par la présence supplémentaire du gradient de Nat (Figure 16,

p 119). Que le gradient de protons ne soit pas impliqué dans
l'accumulation d'AIB est aussi démontré par ces expériences:
en effet, un changement de pH de 7.0 4 9.0 génére un gradient de
pH transmembranaire, intérieur acide, qui devrait favoriser

davantage l'exclusion de 1'AIB plutdt que son accumulation.

Ltantiport Na+/H+ identifié chez V. co4ticoda peut convertir
la force protomotrice établie par 1'efflux de HY 1ié 3 1a res-
piration en un gradient de Na+. Une telle interconversion de
gradients électrochimiques par l'activité de l'antiport nat/ut
a été montrée dans plusieurs microorganismes, dont #Halobacterium
halobium (Luisi et ald., 1980) et Cschenichia coli (Beck et Rosen,
1979). Il a par ailleurs été démontré auparavant que V. cositicola
maintient une concentration cytoplasmique en Kkt supérieure a
celle du milieu et une concentration cytoplasmique en Nat infé-
rieure a celle du milieu (Christian et Yaltho, 1962; Shindler

et al., 1977). En 1l'absence d'un ApH (intérieur alcalin),
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1'énergie nécessaire & l'activité de l'antiport Nat/HT est vrai-
semblablement Z&V (intérieur négatif) ol la stoechiométrie de
1'influx de H' par rapport a l'efflux de Nat doit Btre supérieure
a l. Un antiport électrogénique fonctionnant a pHo alcalins a
été détecté dans des vésicules de &. coddi (Schuldiner et Fishkes,

1978) et #. halobium (Lanyi et MacDonald, 1976).

La stimulation de l'activité respiratoire en réponse a une
addition d'alcools peut &tre expliquée par une augmentation de 1la
formation de NADH et de son oxydation. Par contre, chez la
plupart des organismes, le DCCD ne stimule pas l'activité res-
piratoire (Linnett et Beechey, 1979). La stimulation de 1la
respiration observée chez V. codticola en présence de faibles
concentrations de DCCD suggére l'existence d'un contr8le de l'ac-
tivité respiratoire par la concentration en ATP, ADP et Pi,
comme chez Paracoccus denitrificans et les mitochondries
(Erecinska et Wilson, 1982). Toutefois, aucune étude n'a encore
été entreprise sur ce sujet chez V. cosditicola, et cette expli-

cation reste purement hypothétique.

Une augmentation du taux respiratoire, donc de 1'efflux de
protons, est supposée augmenter l'activité de l'antiport Na+/H+,
pour maintenir un pH cytoplasmique relativement constant, résul-
tant en une augmentation du gradient de Na+. Cette augmentation

du gradient de Na+ peut 8tre l'explication de la stimulation du
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transport d'AIB en présence d'alcools et de DCCD (40 ]uM).

Chez V. cositicola, une augmentation du taux respiratoire diie 3

l'addition d'alcools ne s'accompagne jamais d'une augmentation

de ZXY} . Ces résultats suggérent que les bactéries maintiennent
Zly/ 3 sa plus grande valeur m8me dans des conditions de respira-
tion endogéne et qAue les protons additionnels expulsés par une
stimulation de la chaine respiratoire sont réincorporés soit

par 1'ATPase, soit par diffusion passive ou sont échangés de
maniére électroneutre par l'antiport Na+/H+. Une synthése d'ATP
peut &8tre observée lorsque les bactéries sont incubées en présence
d'alcools. Un exemple d'échange électroneutre serait une stoechio-
métrie de 1'efflux de 2 HT par la chaine respiratoire couplé

3 un échange électrogénique de 3 H'/Na* par 1'antiport. En fait,
méme si cette stoechiométrie est hypothétique, il existe des
conditions ol le net flux de HY est une accumulation, puisque

une alcalinisation du milieu peut &tre observée 34 la suite de
1'injection d'une pulsion d'oxygéne & une suspension anaérobique
de bactéries en solution 1 M NaCl (pH 8.8) (résultats non montrés).
Toutefois, la stoechiométrie de ces échanges doit &tre différente
dans des conditions ou ZYV est faible, puisqu'en général un

efflux de protons couplé a un antiport cation/proton permet la
formation de ny quand le pHo est plus alcalin que le pH
cytoplasmique. Un tel mécanisme a été démontré chez Bacidlus

alcalophilus (Mandel et al, 1980), et proposé chez certaines
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bactéries méthanogénes (Jarrell et Sprott, 198l1), bactéries
nitrifiantes (Kumar et Nicholas, 1983), et autres (Padan et al.,

l1o81).

Le transport d'AIB par un symport AIB/Na+ expliquerait 1'in-
fluence du gradient chimique de Na+. Pour essayer de démontrer
un cotransport AIB/Na+ chez V. cositicoda, les bactéries furent
placées en conditions aérobiques dans un milieu contenant

0.9 M KC1 + 22Nat (0.1 M, 1.6 FCi/mmol), et incubées 45 min

-

3 30°C. Dés que 1'AIB non radioactif (100 yM) fut ajouté a la

. .. . . 22
suspension bactérienne, l'incorporation de Na+

fut mesurée
dans un intervalle de temps compris entre 0.5 et 10 min. Aucune
accumulation significative de 22Na+ ne fut cependant obtenue.
Cet échec peut 8tre di a la concentration externe en Nat trop
élevée, résultant en une trop faible activité spécifique du
22Na"'. Stock et Roseman (1971) mirent en évidence un cotransport
TNG/Nat chez Salmonella typhimunrium par la méme technique de
filtration, mais en utilisant une concentration externe en Nat
de 2 mM (Activité spécifique 0.1 PCi/ymol). Toutefois, 1l'étude
cinétique du transport d' AIB chez V. costicola suggére que la

* de 100 mM utilisée soit nécessaire pour

concentration en Na
avoir une accumulation substancielle d'AIB. D'autre part, les
bactéries établissent un gradient de Nat 4 travers la membrane

cytoplasmique par l'activité de l'antiport Nat/H' en présence

de 1 M NaCl, et il est vraisemblable que méme en présence de
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100 mM NaCl, l'antiport nat/ut expulse les ions nat dés leur

cotransport avec 1'AIB.

Que 1'AIB ne soit pas accumulé par les bactéries ou qu'il
ne soit pas maintenu & 1l'intérieur des cellules en l'absence
de Na+ pourrait @tre simplement la conséquence de ce que le
potentiel de membrane, source d'énergie du transport, requiert
lui-méme les ions Na+ pour sa formation et son maintien.
Cependant des études cinétiques révélent que les ions Na' inter-
viennent aussi au niveau de la protéine de transport et 2
effets peuvent &tre distingués:

* A faible concentration (50 mM <JNa+]<(200 mM), les ions Na‘
jouent un rdle de cofacteur, augmentant l'affinité apparente
de la protéine de transport pour 1'AIB sans affecter la vitesse

maximale V__ . Cette propriété est commune a4 de nombreux

ax
systemes de transports dépendants de Na+, bien que pour certains,
les ions Nat nraient pas d'effet sur 1'affinité de la protéine
de transport pour le substrat (voir Tableau 7, p 65).

* En présence de plus fortes concentrations de Nat
(0.2 M < bmf]<11 M), l'affinité de la protéine de transport
pour 1'AIB reste constante, mais la Vmax double. Cet effet sur

la Vma peut &tre expliqué par une augmentation de Zlq/, dont

X
la formation et le maintien dépendent de la concentration en
. +
ions Na .

Un tel double effet des ions Na+ sur le systéme de transport
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d'AIB a été mis en évidence chez AlZeromonas haloplankzis
(Wong et al., 1969). Les résultats obtenus dans le transport
d'AIB de V. codzticoda en réponse a des sources d'énergie
artificielles montrant que le transport d'AIB puisse dépendre
de Zlqjsans 1'intervention du gradient de Na+ suggérent que
1'AIB et les ions Na+ forment un complexe ternaire (protéine,
AIB, NaT) avec 1la protéine de transport, comme chez A. haloplank-
tis (Sprott et al., 1975), et que 1'AIB et les ions Nat sont
cotransportés comme complexe chargé positivement en réponse a
134} (intérieur négatif) (Figure 31).

De plus, en développant ﬁSY , les bactéries peuvent
expulser les ions Ht 3 1'extérieur de la cellule et établir un
gradient de nat par l'activité de l'antiport NaT/Ht. Bien
qu'aucun transport d'AIB ne puisse &tre observé en réponse a
la seule application du gradient de Na+ comme source d'énergie,
le r8le de ce gradient ne peut pas &tre négligé puisque sa présen-
ce aux cOtés de Z&Y’stimule le taux d'accumulation d'AIB. Ces
résultats suggérent que de l'énergie additionnelle est formée
par le gradient électrochimique de Na+ et qu'elle contribue au
transport du complexe Na+/AIB, mais qu'elle est insuffisante
4 elle seule pour diriger le transport d'AIB. Chez &. coddi,
Cohn et Kaback (1980) ont suggéré que le gradient de Na™t augmente
1'affinité de la protéine pour le TMG sur la face externe de la
membrane et que ZSY/ (intérieur négatif) facilite la translo-

cation du complexe ternaire chargé positivement vers l1'intérieur;
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Profon motive force

Na'/H * antiport

Na'/AiB symport

AiB

Figure 31. Mod&le pour le transport d'AIB chez V. costicola 2,

a. . . P P
. La chalne respiratoire éjecte des protons créant une force

protomotrice constituée uniquement de AY en pH alcalin.

Les protons sont réabsorbés soit par le complexe ATPase

et permettent la synthdse d'ATP, soit par l'antiport Nat/HT,
L'AIB est transportéprobablement par un symport avec les
ions Na™, en régponse a AY (intérieur négatif) et au
gradient de Na .
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et chez Chromatium vinosum, 2 sites distincts de fixation des
ions Nat ont été proposés: 1'un de faible affinité qui affecte
1'affinité apparente de la protéine pour 1'AIB et regquiert un
gradient de Na't pour &tre effectif, et 1'autre de forte affinité
qui fixe les ions Nat devant &tre cotransportés avec 1'AIB

(Pettitt ezt ad., 1082).

Des études sur les membranes intactes et les protéines solu-
bilisées suggérent que les substrats traversent les membranes
au travers de canaux localisés a 1'intérieur de protéines
intégrales, généralement dimériques (Klingenberg, 198l1). Des
études génétiques supportent l'hypothése de la composition des
protéines en sous-unités. Ainsi, il a été mis en évidence qu'une
seule mutation sur le chromosome de &. codi (Zilberstein eZ ad.,
1982 a, b) et de Bacidlus alcalophilus (Guffanti et al., 1981)
affecte tous les systeémes dépendants d'un gradient de Na+,
suggérant que ces systémes de transport comportent une sous-
unité responsable de la translocation de Na+ qui est codée par
le méme locus et qui est commune a tous les systémes et une
autre sous—unité transportant les substrats spécifiques qui est
codée par différents génes et qui est individuelle a chague
systéme. Cette hypothése qui avait été proposée par Hong (1077)
3 propos des systémes substrats/H’ chez €. coldi devrait 8tre
aussi considérée chez V. costicola si d'autres systémes de

transport dépendants de Na® sont identifiés chez cette bactérie.
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Les paramétres cinétiques du transport d'AIB de V. costicoda
sont Ky = 20 PM et Vmax = 41 nmol/mg poids sec, lorsque les
bactéries sont cultivées a 1M NaCl. L'étude du transport d'AIB
en présence d'autres acides aminés non radioactifs montrent que
l'accumulation d'AIB est inhibée en présence de L-alanine, glycine
ou L-méthionine. Bien que des études cinétiques soient nécessaires
pour mieux établir la compétitivité de ces acides aminés avec
1'AIB, le systéme de transport emprunté par 1'AIB chez V. costicolda
ressemble au systeéme de transport de 1'AIB trouvé chez la bactérie
marine Adteromonas haloplankitis (Fein et Macleod, 1975). Chez
d'autres bactéries dont S&zeptococcus pyogenes (Reizer et Panos,
1982), une espéce de Bacidlus alcalophile (Kitada et Horikoshi,
1977), ou encore Chromatium vinosdum (Pettitt e al., 1982), ainsi
que chez certaines cellules animales (voir revues Eddy, 1981;
Kilberg, 1982), il a aussi été mis en évidence que 1'AIB est
accumulé par le systéme de transport de la L-alanine. Jusqu'a
présent, la purification des protéines d'origine bactérienne
impliquées dans le transport d'alanine n'a été abordée que sur
la bactérie thermophile PS3 (Hirata et adl., 1977), et Bacildus
subtidis (Kusaka et Kanai, 1978) et que ce soit du point de vue
de leur fonctionnement ou de leur structure, peu d'informations

sont actuellement connues sur ces protéines de transport.
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En plus de son rdle dans le couplage de l'énergie, une autre
fonction possible pour 1l'antiport Na+/H+ est la régulation du
pH intracellulaire (Padan et ad., 1981; Booth et Kroll, 1983).
Les résultats montrent que V. costicoda placé en milieu alcalin,
en conditions aérobiques ou anaérobiques, maintient un pH
intérieur plus prés de la neutralité en présence de Na T
qu'en son absence. Non sans relation avec la présence de cet
antiport, les bactéries présentent une bonne capacité a se
développer en milieu alcalin. D'aprés la classification de
Padan et al. (1981), V. codticola est une bactérie neutrophile
puisqu'elle se développe sur une échelle de pH variant entre
5.5 et 9.0, Son optimum est compris entre 6.5 et 9.0, au cours
duquel le pHi varie de 7.25 a 7.9. ZXY augmente considérablement
surcette échelle de pH. En couplant 1l'activité de l'antiport
Na"’/H+ a ZXW , l'organisme est capable de bien s'adapter en
pH alcalin malgré un ApH inversé (intérieur acide). Récemment,
par l'utilisation de mutants, Zilberstein et al. (1982 a,b) ont
clairement mis en évidence le rdle de l'antiport nat/HY dans
l'aptitude de &. codi & se développer en milieu alcalin.

L'antiport Nat/Ht ntest cependant qu'un élément contribuant
3 la régulation du pH cytoplasmique. Un antiport kt/ut a aussi
été impliqué chez &£. codi (Plack et Rosen, 1980), mais le mécanisme
de régulation du pHi reste jusqu'a présent inconnu, et en parti-
culier le r8le d'anions (HCO3, C17) dans la régulation reste

encore inexploré (voir Raven et Smith, 1982; Booth et Kroll, 1983),
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Tout récemment, Tokuda et Unemoto (1983) ont observé que
V. costicoda (NCMB 701) peut se développer sur milieu complexe
a pH alcalin en présence de CCCP et qu'un flux d'oxygéne dans
une suspension de bactéries anaérobiques en solution 1 M NaCl
(pH 8.5) provoqgue une alcalinisation du milieu en présence de
CCCP mais une acidification en présence de TPPt et en absence
de CCCP, Ces résultats leur suggérérent que les bactéries
éjectent des ions Ht par la chalne respiratoire, mais qu'elles
peuvent aussi éjecter des ions Na+ a pH alcalin en 1l'absence
de circulation de H+.

V. costicola NRCC 37001 semble par contre nécessiter la
circulation de nt pour survivre, puisque les découplants CCCP
et TCS ont un effet inhibiteur sur AY et le transport d'AIB &
pH 8.8 (Tabledau 10, p114). Toutefois, des expériences complémentaires
furent réalisées pour étudier davantage l'effet du CCCP et TCS
sur la physiologie de cette bactérie:

A pH alcalin, V. costicola NRCC 37001 se développe sur milieu
complexe 1% PPT + 1 M NaCl avec un temps de génération de 1.36 h.
L'addition de CCCP (5 VM) a ce milieu de culture ne perturbe pas
la croissance des bactéries, mais le temps de génération augmente
32 1.8 h en présence de 20 yM CCCP et les bactéries ne se dévelop-
pent pas en présence de 50 FM CCCP. Lorsqgue le TCS (5, 20 ou 50 FM)
est utilisé a la place du CCCP, aucune croissance n'a lieu. Il
est maintenant bien établi que le CCCP puisse réagir avec les

groupements sulfhydryls (Kaback et ai., 1974; Jarrell et Sprott,
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1983 b).La formation de liaiscons du CCCP avec certains composants
du milieu complexe pourrait &tre la cause de la croissance des
bactéries en présence de 5 ou 20 FM CCCP. En fait, lorsque les
bactéries sont placées dans un milieu de culture synthétique
(pH 8.5) avec 5 FM CCCP, elles ne se développent pas du tout
(Résultats non montrés).

Lorsque les bactéries sont placées en solution anaérobique
(comme décrit Figure 20) en présence de 1 M NaCl, l'injection
d*' oxygeéne provoque une acidification du milieu, A pH 6.5; mais
une alcalinisation a pH 8.7. En présence de CCCP ou TCS, aucune
acidification du milieu n'a lieu 4 pH 6.5, mais une faible
alcalinisation du milieu peut encore &tre détectée a pH 8.7
(Résultats non montrés).

Une méthode plus directe pour déterminer sans équivoque si
V. costicoda NRCC 37001 posséde une pompe a nat primaire serait
d'éliminer l'activité de 1l'antiport Na+/H+, soit par l'action
d'un inhibiteur spécifique, soit par mutation. L'amiloride et
dérivés ont récemment été identifiés comme inhibiteurs du
systéme d'échange Nat/Ht chez les cellules eucaryotes (Vigne
et al., 1983), mais aucun inhibiteur n'est jusqu'd présent
connu pour inhiber l'antiport nat/ut chez les procaryotes, Par
contre, .des mutants défectifs dans l'activité de 1l'antiport
Nat/ut de €. coldi (Zilberstein ez al., 1980) et de Bacillus

alcalophidus (Krulwich et ad., 1979) ont déji été isolés.
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Le systéme de transport d'AIB de V. costicolda est un systéme
trés halotolérant, dont l'halotolérance dépend de la concentration
en NaCl du milieu de culture des bactéries. Ainsi, les bactéries
cultivées en présence de 1 M NaCl peuvent bien transporter
1'AIB en présence de 3 M et méme 4 M NaCl (= "bactéries tolérantes"),
alors que celles cultivées sur le méme milieu complexe mais en
présence de 0.5 M NaCl sont sensibles a 3 M NaCl et ne transportent
presque plus d'AIB 4 4 M NaCl (="bactéries sensibles'). Ces
différents effets des fortes concentrations en NaCl sur le trans-
port d'AIB furent initialement mis en évidence a pH 7.2. La
méme différence d'halotolérance du transport d'AIB entre les
bactéries cultivées a 0.5 M et celles cultivées a 1 M NaCl
peut &8tre observée 3 pH 8.75, pH optimal de 1l'accumulation de
1'AIB lorsque le transport est mesuré a la m@me concentration en

NaCl que celle du milieu de culture des bactéries (0.5 ou 1 M).

Les paramétres cinétiques du transport d'AIB sont du m@&me ordre
de grandeur chez les bactéries cultivées a 0.5 M et chez celles
cultivées & 1 M NaCl (K, = 8 pM et Vpax = 14 nmol/min/mg poids
sec chez les bactéries sensibles; Kg= 20 uM et Vmax = 41 nmol/

min/mg poids sec chez les bactéries tolérantes). Par contre,

bien que le paramétre Kt reste constant, la V du transport

ma.x
d'AIB des bactéries cultivées a 1 M NaCl en présence de 3 M NaCl
est fortement diminuée. Ces résultats suggerent que la différence

d'halotolérance du transport d'AIB entre les bactéries senéibles
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et tolérantes ne réside pas dans une différence de 1'affinité
de la protéine de transport pour 1'AIB pendant la culture des
bactéries 3 0.5 et 1 M NaCl, et que les fortes concentrations en
NaCl ne diminuent pas le transport d'AIB en modifiant lraffinité

de la protéine de transport pour son substrat.

V. costicoda acquiert le phénotype d'halotolérance au cours
de sa culture dans un milieu contenant 1 M NaCl, mais cette
halotolérance peut 8tre développée chez les bactéries cultivées
32 0.5 M NaCl en les incubant dans le milieu complexe contenant
1 M NaCl, méme en présence de chloramphénicol, un inhibiteur
de la synthése des protéines, suggérant que ces bactéries sensi-
bles possédent les protéines nécessaires pour devenir tolérantes

aux fortes concentrations en NaCl.

La recherche du développement de l'halotolérance des bactéries
sensibles, mis en évidence par la capacité des bactéries a
transporter 1'AIB a 3 ou 4 M NaCl, révéle que la présence de
1 M NaCl dans le milieu d'incubation (contenant aussi 0.1 M
glucose et 0.2 M NH401) est capitale, puisqu'au bout de 4.5 h,
ces bactéries peuvent accumuler de 1'AIB en présence de 4 M NaCl,
alors que celles ayant été incubées dans le méme milieu synthéti-
que mais en présence de 1 M KC1l restent inhibées. Ce manque
d'adaptation des bactéries incubées en solution 1 M KCl peut

8tre expliqué en considérant que V. costicola ne peut ni maintenir,
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ni développer ZXY en absence des ions Na+ et suggeérent que le

développement de l'halotolérance requiert cette forme d'énergie.

Les conditions dans lesquelles V. costicoda développe ou perd
le phénotype d'halotolérance & 3 ou 4 M NaCl peuvent &tre
résumées de la fagon suivante:

* Une simple incubation en solution saline contenant 1 M
NaCl suffit aux bactéries sensibles pour qu'elles deviennent
résistantes 4 3 M NaCl. D'autre part, les bactéries cultivées

a 1 M NaCl et incubées en solution 0.5 M NaCl ne perdent

cette résistance a 3 M NaCl.

* L'addition d'un mélange nutritif complexe (PPT, acides aminés,
extraits de levure), ou de substances particuliéres (bétaine)
au milieu d'incubation 1 M NaCl est nécessaire aux bactéries
sensibles pour qu'elles développent une tolérance a 4 M NaCl.
Par ailleurs, les bactéries cultivées a 1 M NaCl perdent cette

halotolérance a 4 M NaCl par simple lavage en solution 0.5 M NaCl.

Les variations du point de lyse des bactéries en fonction de
la concentration en NaCl de leur milieu de culture (Christian et
Ingram, 1959;Figure 27, p 159) suggérent que V. costicoda accumule
certaines substances qui, restant libres dans le cytoplasme,
augmentent sa pression osmotique interne et le rendent moins
susceptibles aux fortes concentrations en NaCl. Shindler et al.

(1977) ont trouvé que les concentrations intracellulaires de
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V. costicola en Na.+ et K+ augmentent lorsque la concentration

en NaCl du milieu augmente, mais actuellement aucune information
n'indique si ces ions restent libres dans le cytoplasme et jouent
le rdle de soluté compatible défini par Brown (1976) comme ils

le font chez les bactéries halophiles extr@mes (Lanyi, 1074).

I1 a été démontré chez plusieurs bactéries, dont Vibaio
alginolyticus (Unemoto et Hayashi, 1979) et #Hadlomonas elongata
(Vreeland et al., 1983) que leur concentration en acides aminés
libres (en particulier glutamate et proline) augmente quand la
concentration en NaCl de leur milieu de culture augmente
(voir Tableau 4, p 19). De nombreuses plantes halophytes et non
halophytes utilisent aussi la proline comme soluté compatible
(Jefferies, 1980; Wyn Jones, 1980). La détermination de la com-
position en acides aminés cytoplasmiques en fonction de la
concentration en NaCl du milieu de culture pourrait apporter
des informations essentielles dans l'élucidation du mécanisme
d'adaptation au sel de V. costicoda. L'utilisation d'un milieu
de culture défini, ne contenant pas d'acides aminés (par exemple
lemilieu SGP + glucose, p 81) éviterait en outre l'ambiguité
de savoir si les acides aminés accumulés résultent de leur
transport ou de leur biosynthése.

Il a aussi été suggéréque certaines molécules, telle la
proline ou la bétaine, puissent stabiliser les groupements hydro-
phobes des biopolyméres (Schobert, 1977). V. costicoda ne peut

pas utiliser la bétaine comme seule source de carbone et d'azote,
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mais les bactéries sensibles peuvent devenir halotolérantes

en présence de faible concentration de bétaine (1 mM). Shkedy-
Vinkler et Avi-Dor (1975) ont montré que la bétaine peut stimuler
la respiration du succinate et d'autres substances chez la
bactérie halophile Ba 1 en présence de fortes concentrations en
sel et proposé qu'elle agisse en désensibilisant la chaine res-
piratoire a l1l'effet de l'hyperosmolarité. Le rdle joué par la
bétaine comme soluté compatible, bien é&tabli chez les plantes
(Wyn Jones, 1980; Jefferies, 1980), devient de plus en plus connu
chez les bactéries, (Le Rudulier et Bouillard, 1983; Galinski

et Tr&per, 1982), mais son mode d'action n'est pas encore déter-

miné avec précision.

Parallélement a cette étude, Peleg et al. (1980) observérent
que la bactérie halophile modérée Ba 1 transporte la proline
en solution saline contenant 1.5 M NaCl (+ 0.5 M KC1l) lorsqu'elle
est cultivée en milieu contenant 1.5 M NaCl (+ 0.5 M KCl) et ne
développe pas cette halotolérance lorsqu'elle est cultivée sur
le méme milieu, mais en présence de 50 mM NaCl (+ 50 mM KCl). Les
auteurs démontrérent qu'il n'y avait pas de changement au niveau
protéique ou lipidique de la membrane entre les 2 cultures, et
attribuérent la différence observée dans l'halotolérance entre
ces 2 cultures & la plasmolyse des bactéries cultivées a faible
concentration en NaCl et transférées en solution 2 M sel.

L*examen de V. costicoda en microscopie électronique réveéle
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aussi une contraction de la membrane cytoplasmique 1l'éloignant
de la membrane cellulaire chez les bactéries transférées a 3 M
et 4 M NaCl, mais les micrographes ne permettent pas de déceler
de différence dans le degré de plasmolyse entre les bactéries
sensibles et tolérantes aprés leur transfert en solution a
forte concentration en NaCl. Une plasmolyse cellulaire a aussi
été observée chez #alomonas elongata lorsque les bactéries
cultivées a faible concentration en NaCl sont transférées

dans des solutions hyperosmotiques (Martin et al., 1983).

La chaine respiratoire de V. costicoda est un complexe
multienzymatique étroitement 1ié a la membrane (Unemoto et
Hayashi, 1980), dont l'activité est profondément affectée
par les fortes concentrations en NaCl. Ainsi, les bactéries
cultivées a 0.5 et 1 M NaCl gardent une activité respiratoire
endogéne a 4 M respectivement de 13 % et de 27 % par rapport
3 celle qu'elles ont a 1 M NaCl.

La diminution de l'activité respiratoire en réponse aux fortes
concentrations en NaCl peut &tre partiellement compensée 3 1la
fois chez les bactéries cultivées a 0.5 et 1 M NaCl par leur
oxydation du glycérol. Par contre, le glucose et le succinate
ne modifient pas la respiration des bactéries sensibles et
n'activent que faiblement celle des bactéries tolérantes en pré-

sence de 3 et 4 M NaCl.



- 188 -

Ces résultats laissent supposer qu'une étape de transport
sensible au sel puisse 8tre impliquée avant l'oxydation du
glucose et du succinate, comme mis en évidence chez Adteromonas
haloplanktis (Droniuk et MaclLeod, en préparation), alors que
la membrane de V. costicola, comme celle de trés nombreuses
bactéries (Lin, 1976),so0it librement perméable au glycérol. Des
différences similaires entre l'oxydation du glycérol et d'autres
substrats (glucose, saccharose) a faible a, ont aussi été
observées chez Salmonella oranienburg (Christian, 1955 b). Une
étude avec d'autres organismes incapables d'utiliser le glycérol
ou avec des systémes respiratoires isolés permettrait d'appro-

fondir 1l'explication proposée pour ces observations.

Une condition pour que les bactéries deviennent halotolérantes
est qu'elles soient capables de transporter les ions Na+ au tra-
vers la membrane cytoplasmique a un rythme beaucoup plus élevé
que celui qui leur est nécessaire pour vivre dans un environnement
peu salé (Lanyi, 1982). Les ions Na+ peuvent entrer dans le cyto-
plasme soit par diffusion (Michels et al., 1981), soit au travers
de canaux spécifiques, modéle proposé par Booth et Kroll (1983).
Leur excrétion se fait toujours contre leur gradient de concen-
trations et requiert de l'énergie. La chaine respiratoire de
V. costicola éjecte des protons a travers la membrane et ce flux
de protons conduit & la formation de Aﬂjen milieu alcalin en

présence de Nat. La formation de ZSY est capitale a la survie
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des bactéries dans un milieu de forte concentration en Na+, car
c'est l'énergie de ZYV qui active l'antiport Na+/H+ permettant
aux bactéries de maintenir une faible concentration intracellulaire

de Na+.

Les bactéries cultivées ' a 1 M NaCl gardent a 4 M NaCl une
activité respiratoire endogéne double de celle des bactéries
cultivées a 0.5 M NaCl. La différence d'halotolérance entre les
bactéries cultivées a 0.5 et 1 M NaCl peut &tre expliquée sur
la différence dans l'inhibition de leur respiration endogéne en
milieu hyperosmotique. En effet, en ayant une respiration endogéne
différente, donc des taux d'efflux de Ht différents, les
bactéries sensibles et tolérantes développent un potentiel de
membrane de valeur différente les rendant plus ou moins aptes
a garder une concentration intracellulaire en Na+ compatible
avec leurs activités cellulaires. Bien que les expériences d'halo-
tolérance sur la respiration des bactéries aient été réalisées
"4 pH 7.2, c'est-d~dire a4 un pHo ol 1l'efflux de protons 1ié 3
l'activité respiratoire conduit & la formation de ApH et Zly,
l'énergie contenue dans ZXpH (14 mv) est négligeable devant celle
de AY (126 nv).

ZS?)étant aussi la source d'énergie pour le transport d'AIB,
la différence dans l'accumulation d'AIB a4 3 et 4 M NaCl entre
les bactéries cultivées a 0.5 et 1 M NaCl peut &tre dle i 1la

différence dans le potentiel de membrane qu'elles sont capables

de développer a 3 et 4 M NaCl.
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Les valeurs de A chez les bactéries cultivées & 0.5 et 1 M
NaCl en présence des fortes concentrations en NaCl n'ont cependant
pas pu étre mesurées précisément, une raison pour que les résultats
obtenus ne soient pas reproductibles pouvant &tre l'augmentation
du taux de liaisons non spécifiques du TPMPT en présence de ces
fortes concentrations en NaCl.

L'étude cinétique sur le transport d'AIB supporte cependant
l'hypothése de l'effet des fortes concentrations en Na+ au niveau
énergétique du transport puisqu'en présence de 3 M NaCl, l'affinité
de la protéine de transport d'AIB ne change pas mais la Vmax
diminue. Par ailleurs, les bactéries tolérantes peuvent maintenir
une concentration en ATP en présence de 3 et 4 M NaCl bien
supérieure a celle des bactéries sensibles. Conformément
a la théorie chemiosmotique de P. Mitchell (1966) mettant en
évidence l'étroite relation énergétique entre l'activité respira-
toire, la PMF, et l'activité de 1'ATPase (voir p 50), cette
observation confirme 1l'hypothése ou le maintien de yA\4 est

une étape déterminante dans l'halotolérance des bactéries.

Comme chez de nombreuses bactéries, la composition en lipides
membranaires de V. cosditicoda varie avec la concentration en NaCl
du milieu de culture. Ainsi, sa concentration en phospholipides
chargés négativement augmente lorsqu'il est cultivé entre 0.5 et
3 M NaCl (Hanna,K., C. Bengis-Garber, D.J. Kushner, M. Kogut, and

M. Kates, soumis), Toutefoils, aucun changement significatif
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n'a lieu entre les cultures 0.5 et 1 M NaCl, suggérant que le
développement de l'halotolérance de V. costicoda entre 0.5 et 1 M
NaCl ne fait pas intervenir des changements dans la composition
en lipides membranaires. btes interactions physiques entre les
ions Nat et les lipides peuvent cependant &tre influencées Par

la concentration externe en NaCl et modifier l'activité des enzy-—
mes membranaires puisque la conformation des protéines fonction-
nelles et leurs interactions dans la membrane sont en partie
dépendantes de la viscosité des lipides (Singer et Nicolson, 1972).
Ainsi, il a été trouvé chez 1l'algue halotolérante Ounaliella
primodecta qu'une augmentation de la concentration en sel
diminue la fluidité de la membrane (Fontana et Haug, 1982). Des
études physiques directes sur la membrane des bactéries cultivées
a 0.5 et 1 M NaCl devraient permettre de mieux connaltre de

mécanisme du développement de l'halotolérance chez V. costicola.
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The moderately halophilic bacterium Vibrio costicola accumulates a-aminoiso-
butyric acid (AIB) by active transport. Substantial amounts of Na* ions are
needed for this transport. This is not due to an ionic requirement for respiration;
cells respire as well as KCI as in NaCl but do not transport AIB in KCI. In cells
grown in the presence of 1.0 or 2.0 M NaCl, AIB transport took place in higher
NaCl] concentrations than in cells grown in the presence of 0.5 M NaCl. The latter
cells developed salt-resistant transport when they were exposed to 1.0 M NaCl in
the presence of chloramphenicol and other antibiotics that inhibit protein synthe-
sis. Two levels of salt-resistant transport were observed. One level (resistance to
3.0 M NaCl) developed in 1.0 M NaCl without the addition of nutrients, did not
seem to require an increase in internal solute concentration, and was not lost
when cells grown in 1.0 M NaCl were suspended in 0.5 M NaCl. The second level
(resistance to 4.0 M NaCl) developed in 1.0 M NaCl only when nutrients were
added, may have required an increased internal solute concentration, and was lost
when 1.0 M NaCl-grown cells were suspended in 0.5 M NaCl or KCI. Among the
substances that stimulated the development of salt-resistant AIB transport,
betaine was especially active. Furthermore, direct addition of betaine permitted
cells to transport AIB at higher NaCl concentrations. High salt concentrations
inhibited endogenous respiration to a lesser extent than AIB transport, especially
in 0.5 M NaCl-grown cells. Thus, these concentrations of salt did not inhibit AIB
transport by inhibiting respiration. However, oxidation of glucose and oxidation
of succinate were at least as sensitive to high salt concentrations as AIB transport,
suggesting that a salt-sensitive transport step(s) is involved in the oxidation of

these substrates.

Moderately halophilic bacteria can grow over
a wide range of NaCl concentrations, roughly
from 0.5 to 3.0 M (9). For two species, Vibrio
costicola and Micrococcus halodenitrificans
(now Paracoccus halodenitrificans), this ability
does not seem to be due to the selection of more
or less salt-resistant populations (4). As has been
pointed out previously (9), the ability to grow
over a wide range of salt concentrations could
mean that cells possess enzymes or structures
that can function at these concentrations or that
cells can form enzymes or structures with differ-
ent salt responses, depending on the NaCl con-
centration at which they grow. In the few studies
that have been carried out, however, growth at
different salt concentrations did not lead to the
formation of enzymes (9), ribosomes (19), or
protein-synthesizing systems (20; M. Kogut and
W. Madira, unpublished data) with different salt
responses.

All of these studies were concerned with
intracellular proteins. It is not certain what the
intracellular environments of the organisms
studied are, but they are certainly different from
the external environment, and they may be
much lower in ionic concentrations (9, 20).

Uncertainties about the internal environment
may be partly avoided by transport studies. At
least some of the transport system is in direct
contact with the external medium. We studied
some characteristics of the transport system for
a-aminoisobutyric acid (AIB) in a moderate
halophile, V. costicola. The ionic requirements
of this system were characterized, and the re-
sponse of this system to high concentrations of
NaCl was studied. We found that the salt toler-
ance of transport changes after growth in the
presence of different NaCl concentrations or
even after exposure to different concentrations
of NaCl or other salts under conditions in which
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no growth occurs. Mechanmisms that may ac-
count for these findings were considered and
explored

MATERIALS AND METHODS

V costicola NRCC 37001 and the methods used for
maintaimng this bacterium have been described previ-
ously (6, 16) Growth and incubation were carried out
at 25°C 1n shaken Erlenmeyer flasks (usually 125 ml)
containing 0.2 volume of growth medium This medi-
um (proteose peptone tryptone medwm [PPT)) con-
tained 0 5% Bacto-Peptone (Difco Laboratories, De-
troit, Mich), 05% tryptone (Difco), and different
concentrations of NaCl (usually 0 Sor1 0 M) Insome
experiments the concentration of the nutnient maternal
was doubled without any change in the results ob-
tained

Preliminary expenments showed that AlB transport
(measured m 10 M salts, in which the rate was
maximal for cells grown mm 05 or 1 0 M NaCl [see
below]) increased about 60% from the exponential
phase of growth to just before the stationary phase and
then remained fairly constant Accordingly, for the
experiments described here, cells were harvested just
before the stationary phase, usually after 16 h of
growth, at a cell density of about 1 mg (dry weight) per
mi

For transport experiments, cells were usually
washed twice with a solution contaming 0 5or1 0 M
NaCl (according to the NaCl concentration in the
growth medium), 8 mM KClI, 0 S mM MgSO,, 0 2 mM
KH,PO,, and 50 mM Tns buffer (pH 7 2) (Such
solutions are designated 0 5 or 1 0 M salts, if higher
NaCl concentrations were used, solutions are desig-
nated according to the NaC) concentrations as 2 0 M
salts, etc ) Cells were then suspended in the same
solution to a density of about 3 mg (dry weight) per ml
To measure transport, 100-p! portions of a cell suspen-
sion were added to 50-ml Erlenmeyer flasks containing
4 9 m) of salts of the concentrations indicated below
and 200 pM [1-'*CJAIB (0 5 pCi/umol) The flasks
were shaken at 25°C, and at intervals 0 5-ml samples of
the suspension were filtered through Amicon micropo-
rous filters (25 mm pore size, 0 45 pm) and washed
with 50 ml of the corresponding salts solution The
filters were placed in scintillation vials containing 10
ml of Aquasol cocktall (New England Nuclear Corp ),
and radiation was determined by scintillation count-
ing

In expertments in which the 10nic requirements for
transport were studied, the compositions of the wash-
ing and suspending media were changed as described
below

Respiration was measured with an O, electrode
(Biological Oxygen Monitor, Yellow Springs Instru-
ments Co , Yellow Springs, Ohio)

All experniments were repeated several times, and
results were consistent Typical expeniments are de-
scnibed below In several experiments, duplicate sam-
ples were removed to measure AIB uptake, results
usually agreed within 5%

RESULTS

Cationic requirements for AIB transport. V
costicola, which requires NaCl for growth, also

J BACTERIOL

requires this compound for AIB transport In
solutions 1n which NaCl was replaced by KCl no
AIB transport took place Transport increased
with Na* concentration (Fig 1) No transport
took place in CsCl or NH,Cl (data not shown)

Evidence for active transport of AIB. No trans-
port occurred when cells were incubated under
anaerobic conditions 1n tubes gassed with N,.
Addition of glucose (2 5 mM) caused only a 10%
stimulation of AIB uptake However, the cells
showed measurable endogenous respiration (see
below), which presumably provided sufficient
energy Most transport expenments were car-
ned out without addition of glucose or other
substrates All of the cell-bound radioactive
material could be extracted by exposing cells to
water at 100°C for 10 mun. Chromatographic
studies, 1in which we used two different solvent
systems (n-butyl alcohol-acetic acid-water and
phenol-water) as descnibed by Drapeau et al (3)
for Alrteromonas haloplankus (previously desig-
nated marine pseudomonad B16), showed that
the cell-bound AIB moved to the same positions
as pure AIB

These experiments suggested that cell-bound
AIB 1s free in the cytoplasm in an unchanged
conditon Estimates based on a calculation of

50
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o D7<
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L4
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FIG 1 lonic requirements for AIB transport in V
costicola Cells grown n 0 5% PPT contaming 1 0 M
NaCl were washed, and transport was measured, 1n
different solutions In addition to the major salts,
solutions contained KCl, MgSO,, Tns buffer, and
NaH,PO, (line A) or KH,PO,4 (hines B through F), as
descnbed 1n the text Line A,10M NaCl,hne B,10
MKCl, hneC,09MNaCl+ 01 MKCl,ineD,05M
NaCl + 0 SM KCl, ine E, 09 M KCl + 01 M NaCl,
line F, 099 M KCl + 001 M NaCl In other expen-
ments, transport was as great in the absence of K*
1ons as 1n the presence of K* ions
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cell water as 5 pl/mg of protein showed that at
least a 200-fold concentration of AIB in cell
water took place. Together with the evidence
that energy is needed for AIB uptake, these
results confirm that active transport is involved
in AIB uptake in V. costicola, as it is in a
number of other bacteria.

Effect of NaCl concentration in the growth
medium on the salt response of AIB transport.
Figure 2 shows the effects of different NaCi
concentrations on AIB transport by cells grown
in media containing either 0.5 or 1.0 M NaCl.
Cells grown at the lower salt concentration (Fig.
2A) transported AIB best at 0.5 to 1.0 M NaCl
and still transported AIB at 2.0 M NaCl. Trans-
port almost disappeared in 3.0 M NaCl and did
disappear in 4.0 M NaCl. In other experiments,
in which we used larger numbers of cells, we
found that occasionally cells grown in 0.5 M
NaCl had about 3% as much AIB uptake after 1
h in 4.0 M NaCl as in 1.0 M NaCl, but never
more than this.

In contrast, cells grown in 1.0 M NaCl (Fig.
2B) took up considerable amounts of AIB in 3.0
M NaCl and even in 4.0 M NaCl, although
maximum uptake still occurred between 0.5 and
1.0 M. The relative response to a lower NaCl
concentration (0.25 M) was the same in both
kinds of cells. At still lower concentrations, cells
lysed, and transport could not be measured. AIB
transport in cells grown in 2.0 M NaCl respond-
ed to different NaCl concentrations in a manner
similar to AIB transport in 1.0 M-grown cells,
with somewhat higher relative transport in 4.0 M
NaCl (data not shown).

In the experiments described above, cells
were subjected to sudden large osmotic changes.
We were not certain whether the observed
changes in the ability to transport AIB at the
highest NaCl concentrations represented inhibi-
tion or destruction of the transport system. To
distinguish between these possibilities, cells
grown, washed, and suspended in 0.5 or 1.0 M
NaCl were centrifuged and suspended in 4.0 M
salts for 30 min. These cells were then centri-
fuged and suspended in 1.0 M salts, and their
AIB transport was compared with transport of
the original suspension in 1.0 M salts. We found
(data not shown) that all of these rather drastic
changes in the osmotic environments of the cells
reduced the AIB transport in 1.0 M salts for cells
grown in the lower or higher NaCl concentration
by only about 10%. Thus, the transport system
had not been destroyed, and the results shown in
Fig. 2 represent true inhibition by the higher salt
concentrations.

Development of salt-resistant transport. We
thought that it was possible that the more salt-
resistant transport in cells grown at the higher
NaCl concentration might be due to the forma-
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tion of a new protein(s) involved in transport.
Accordingly, we carried out experiments on the
development of salt resistance (as measured by
the ability to transport AIB in 3.0 or 4.0 M salts)
in cells grown in 0.5 M NaCl and then trans-
ferred to different media containing 1.0 M NaCl.

The results of several experiments (Table 1)
showed that the appearance of resistance to the
highest salt concentration occurred gradually,
requiring 2 h or more. The most striking obser-
vation was that development of resistance took
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F1G. 2. Effect of NaCl concentration on AIB trans-
port in V. costicola. (A) Cells grown in 0.5% PPT
containing 0.5 M NaCl. (B) Cells grown in 0.5% PPT
containing 1.0 M NaCl. Cells were washed in 0.5 M
salts (A) or 1.0 M salts (B). The NaCl concentrations
in which transport was measured are shown by the
curves.
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TABLE 1. Development of transport resistant to 4

M NaCl in cells grown in 0.5 M NaCl and incubated
in other salts®

AIB uptake’
Expt Incubation medium Time(h) 10M 4M
NaCl NaCl
1 0.5 M NaCl + PPT 0 30 0
7.5 61 1
2 1.0 M NaCl + PPT 0 18 0
2 19 10
4 31 30
6 33 52
1.0 M NaCl + PPT + 2 49 19
chloramphenicol 4 52 16
6 33 42
3 1.0 M salts 0 21 0
4.5 16 8
1.0 M salts + NH,Cl 4.5 13 6
1.0 M salts + glucose 4.5 38 7
1.0 M salts + glucose 4.5 19 28
+ NH,CI
1.0 M KCl + glucose 4.5 7 0
+ NH,CI

2 Exponential cultures (0.2 to 0.4 mg [dry weight]
per ml) in 0.5 M NaCl containing PPT were diluted
with equal volumes of 0.5 M NaCl containing PPT and
1.5 M NaCl containing PPT in experiments 1 and 2,
respectively. In experiment 3, washed cells were incu-
bated in the media indicated. Final concentrations:
PPT, 0.5%; glucose, 0.1 M; NH,C}, 0.2 M; chloram-
phenicol, 100 pug/ml. Medium containing 1.0 M KCl
also contained 0.4 mM MgSO,, 0.2 mM KH,PO,, and
50 mM Tris buffer (pH 7.2). All cell suspensions were
shaken at 25°C. At the times shown, cells were washed
and suspended in 1.0 M salts, and transport was
measured as in the experiment shown in Fig. 2.

b Uptake in nanomoles per milligram (dry weight) at
60 min for 1.0 M NaCl and relative uptake at 4 M NaCl
expressed as a percentage of uptake at 1 M NaCl.

place in the presence of chloramphenicol con-
centrations that quite effectively blocked growth
and have been shown to inhibit protein synthesis
(6). Therefore, formation of a salt-resistant
transport system does not depend on protein
synthesis. In a defined salts medium, neither
glucose nor NH,Cl alone stimulated develop-
ment of resistance to 4.0 M salts, but the two
compounds together did have a stimulatory ef-
fect. No resistance developed in cells incubated
in 0.5 M NaCl or in 1.0 M KClI, even if nutrient
medium was added.

We also found that transport resistant to 4.0 M
salts developed in the presence of streptomycin
and erythromycin. However, a good deal of cell
lysis occurred during long-term incubation with
these antibiotics; perhaps because of this, the
final level of activity obtained was low, even in
the optimal salt concentration (1.0 M).
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Nutrient requirements for development of
salt-resistant transport were studied further.
These experiments showed that cells grown in
0.5 M NaCl could develop resistance regards
AlB transport much more easily to 3.0 M salts
than to 4.0 M salts (Table 2). Thus, exposure of
cells grown in 0.5 M NaCl to 1.0 M salts alone
caused transport to become resistant to 3.0 M
salts, but not to 4.0 M salts. Adding different
complex nutrients (PPT, Casamino Acids, or
yeast extract) for short periods caused a striking
increase in resistance of transport to 3.0 M salts.
In fact, sometimes the level of resistance was
greater than the level in cells grown in 1.0 M
NaCl. The active amino acids in the Casamino
Acid mixture have not been identified yet. Indi-
vidual amino acids {proline, L-glutamate, 1-me-

TABLE 2. Effect of medium constituents on
development of transport resistant to 3 and 4 M

salts?
Relative AIB
e Incubati G Time uptake®
xpt ncubation medium ) M M
salts  salts
1 0.5 M salts 2 S 3
1.0 M salts 2 21 3
1.0 M salts + 1% PPT 2 63 17
1.0 M salts + 1% 2 56 27
Casamino Acids
1.0 M salts + 1% yeast 2 74 16
extract
2 0.5 M salts 4 0.5 0
1.0 M salts 4 14 0.8
1.0Msalts + 0.2 M 4 14 3
NH,CI
1.0 M salts + 0.1 M 4 32 3
glucose
1.0 M salts + 0.1 M 4 64 7
glucose + 0.2 M
NH,CI]
3 0.5 M salts 2 1 0
0.5 M salts + 1 mM 2 13 0.8
betaine
1.0 M salts 2 15 1
1.0 M salts + 1 mM 2 40 52
betaine
4 1.0 M salts 2 15 0
1.0 M salts + 50 mM 2 82 32
betaine
1.0 M salts + 50 mM 2 2 0.1
choline
1.0 M salts + 50 mM 2 4 0

ethanolamine

2 Experiments were carried out as described in
Table 1, footnote a.

b AIB uptake was measured after 30 min in 1.0, 3.0,
and 4.0 M salts. The treatments shown had no consis-
tent large effects on uptake in 1.0 M salts. Relative
uptake values in 3.0 and 4.0 M salts are expressed as
percentages of uptake in 1.0 M salts.



VoL. 153, 1983

TABLE 3. Effect of betaine on AIB transport at
different NaCl concentrations”

AIB uptake (nmol/mg

NaCl conc (M) [dry wt] of cells)

Growth Experimental Control a&c t:,']c;;

0.5 0.5 158 126
1.0 119 119
2.0 54 90
3.0 8 30
4.0 0.1 0.3

1.0 1.0 112 89
2.0 56 72
3.0 13 26
4. 6 8

“ AIB uptake was measured after 60 min of incuba-
tion. Measurements at 20 and 40 min showed similar
effects of betaine. The growth medium contained 1%
PPT and 0.5 or 1.0 M NaCl.

thionine, and DL-alanine) added to 1.0 M salts
together with 0.1 M glucose did not increase
transport resistance to 3.0 M salts. Glycerol and
sucrose had no stimulatory effect on the devel-
opment of salt-resistant transport when they
were added to 1.0 M NaCl (data not shown).

Betaine, a substance whose involvement with
salt tolerance in moderate halophiles is becom-
ing increasingly apparent (see below), greatly
stimulated development of salt-resistant trans-
port. The chemically related compounds choline
and ethanolamine did not. On the contrary, less
resistance developed, even to 3.0 M salts, in the
presence of these compounds than in their ab-
sence (Table 2).

Next, we performed experiments to determine
whether direct addition of some of the sub-
stances tested in the experiments shown in Ta-
ble 2 had any effect on AIB transport in different
salt concentrations. We found (Table 3) that
betaine stimulated AIB transport in 2.0 and 3.0
M salts but not in 4.0 M salts. At lower salt
concentrations betaine inhibited AIB transport.
Choline, ethanolamine, and the amino acids
shown in Table 2 did not affect AIB transport
when they were added directly to cells exposed
to different salt concentrations (data not shown).

Loss of salt-resistant transport. AIB transport
resistant to the highest salt concentration devel-
oped slowly when cells grown in the presence of
0.5 M NaCl were incubated in solutions contain-
ing 1.0 M NaCl. In contrast, this resistance was
quickly lost when cells grown in the presence of
1.0 M NaCl were put into lower salt concentra-
tions. Table 4 shows that this loss occurred in
0.5M NaClor 0.5 M KCI, but notin 1.0 M NaCl.
In 1.0 M KCIl, some resistance was lost, but not
all. In the experiments shown in Table 4, cells
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were washed twice, but in other experiments a
single wash gave the same results. However, as
Table 4 also shows, cells grown in 1.0 M NaCl
and then exposed to 0.5 M NaCl lost little of
their ability to transport AIB in 3.0 M salts.

Correlation of salt-resistant transport with in-
ternal solute concentrations. Although all of the
internal solutes of V. costicola have not been
accounted for, we thought that some index of
the internal solute concentrations in V. costicola
cells might be obtained by measuring the salt
concentrations required to prevent lysis, as was
done by Christian and Ingram (1). We measured
lysis both by the loss of turbidity (optical density
at 650 nm) and by the release of UV (260 nm)-
absorbing substances from the cells; the latter
method was found to be more precise for deter-
mining the salt concentration at which lysis
occurred. Figure 3 shows the method used to
calculate this lysis point and also shows that
cells grown in the presence of 1.0 M NaCl had a
higher lysis point than cells grown in the pres-
ence of 0.5 M NaCl, as expected (1).

When cells grown in the presence of 0.5 M
NaCl were incubated in 1.0 M NaCl containing
PPT for 2 h or more, the lysis point increased
substantially, usually twofold or more. When
cells grown in the presence of 0.5 M NaCl were
incubated in 1.0 M salts with or without glucose
and ammonium chloride (as in Table 1), the lysis
point remained unchanged in some experiments;
in others, it rose 50 to 70%. When cells grown in
1.0 M NaCl were diluted in 0.5 M salts, the lysis
point decreased about 30%.

Even when there was no increase in the lysis
point, cells incubated in 1.0 M salts developed

TABLE 4. Loss of salt-resistant transport by cells
grown in 1.0 M NaCl”

Relative .?IB
Expt Incub_ation uptake

medium 3IM 4M

salts salts

1 1.0 M salts 23
0.5 M salts 0.7

1.0 M KCI 16
0.5 M KCl 0.8

2 1.0 M salts 26 14

0.5 M salts 33 1

% In experiment 1, cells were washed twice and
suspended in salts solution before being assayed for
AIB transport in 1.0, 3.0, and 4.0 M salts. The salts
and KCl solutions used were the same as those used in
the experiments shown in Table 1. AIB uptake was
measured after 60 min. In experiment 2, cells were
incubated for 4 h in the incubation medium, and AIB
uptake was measured after 30 min.

% Relative uptake values in 3.0 and 4.0 M salts are
expressed as percentages of uptake in 1.0 M salts.
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FIG 3 Measurement of lysis point values Cells
grown 1n 1% PPT containing 0 5 or 1 0 M NaCl were
washed in the same salt concentration as the growth
medium, incubated for 2 h in 1% PPT contaiming 0 5 or
10 M NaCl, washed in the same salt concentration as
the incubation medium, and suspended in different
NaCl concentrations Lysis was determined by the
release of UV (260 nm)-absorbing matenal, 100% lysis
was defined as the lysis occurning in disulled water
The lysis point was defined as the point of intersection
of extensions of the descending and stationary curves,
such an extension is shown on one curve of the graph
Symbols M cells grown 1in 0 5 M NaCl and incubated
m 0 5 M NaCl (lysis point, 0 065 M), O, cells grown in
0 5 M NaCl and incubated in 1 0 M NaCl (lysis pomnt,
0105 M), @ cells grown in 1 0 M NaCl and incubated
0 5 M NaCl (lysts pont, 0 070 M), O, cells grown n
1 0 M NaCl and incubated in 1 0 M NaCl (lysis point,
013 M)

transport resistant to 3 0 M salts, but not to 4 0
M salts Our experiments, in which we used an
admittedly crude method for estimating internal
solute concentrations, suggested that higher n-
ternal solute concentrations are needed for re-
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sistance to 4 0 M salts than for resistance to 3 0
M salts

Effects of salts on respiration of V costicola.
We thought that high salt concentrations or the
lack of Na* ions might inhibit transport by
interfering with the energy supply Accordingly,
the effects of different salts on respiration were
measured

Table 5 shows the effects of different salt
concentrations on the respiration of cells grown
mn 05 or10M NaCl Endogenous respiration
was somewhat more sensitive mn the former cells
than 1n the latter Thus, for cells grownin 0 5 M
NaCl, the endogenous respiration in 4 0 M salts
was 13% of the endogenous respirationin1 0 M
salts, for cells grown in 1 0 M NaCl, the corre-
sponding value was 27% This difference 1s less
striking than the difference in AIB transport,
which was virtually ehminated by 4 0 M salts 1n
0 5 M NaCl grown cells This suggests that the
highest salt concentration does not act pnmanly
by mhibiting respiration

These experiments also showed (Table 5) that
there was a large difference in the salt sensitivity
of respiration of substrates by the two kinds of
cells The higher salt concentrations had much
stronger nhibitory effects on respiration (as
measured by the difference between respiration
in the presence of the substrate and endogenous
respiration) of glucose and succinate by cells
that had been grown at the lower salt concentra-
tion than on respiration by cells that had been
grown at the higher salt concentration In3 0M
salts and possibly in 4 0 M salts, some oxidation
of glucose and succinate occurred 1in the 10 M
NaCl grown cells but not in the 0 5 M NaCl-
grown cells Glycerol oxidation was about
equally salt sensitive 1n the two kinds of cells

Table 5 also shows that endogenous respira-
tion and respiration of substrates (with the ex-
ception of succinate) were approximately the
same In 1 0 M KCl as in1 0 M NaCl Thus, the
mnabihity of cells to transport AIB in10 M KCl

TABLE 5 Effect of salts on respiration of V costicola

Respiration (ug of O, used per mn per mg [dry wi])?

Concn of NaCl in Expenimental
growth medium (M) conditions Endogenous Glucose Succinate Glycerol
05 05 M NaCl 114014 166 = 003 444+ 013 260 =022
1 0 M NaCl 078009 114001 382 =007 224009
30M NaCl 017002 013001 017 +002 054011
4 0 M NaCl 010 =001 009001 010+ 001 0312005
10 1 0 M NacCl 074002 104004 374 +015 146 = 007
30 M Na(Cl 034+002 040 =003 074 = 008 060 =003
40 M NaCl 020002 026003 026=+003 044 = 005
10M KCl 086002 111009 233+015 169020

“ Mean results of two expennments are shown * standard deviation of the mean Endogenous values were not
subt-acted from oxidation rates in the presence of substrates Cells (0 20 to 0 25 mg [dry weight] per ml) were
assayed 1n the salt solution shown supplemented with 20 mM D glucose sodium succinate or glycerol
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(Fig. 1) was not due to a failure of the cells to
respire.

DISCUSSION

Transport studies with V. costicola and other
halophilic and salt-tolerant microorganisms may
prove to be valuable for studying mechanisms of
salt tolerance, which have generally attracted
less attention than mechanisms of salt require-
ment.

V. costicola has an active transport system for
AlB, which requires substantial concentrations
of Na™ ions. Endogenous respiration in these
bacteria, which provides energy for transport,
takes place as well in 1.0 M KCl as in 1.0 M
NaCl and may not require Na* ions. (The possi-
bility that small amounts of NaCl present as
contaminants in KCI are needed for respiration
has not been excluded.) Drapeau and MacLeod
(2) found that the Na* requirement for AIB
transport in A. haloplanktis (Pseudomonas B16)
was considerably higher than the Na™ require-
ment for respiration. In this organism, as in V.
costicola, the Na™ requirement for transport is
not primarily due to the effect of this ion on
respiration. Niven and MacLeod (14) showed
that there is a sodium ion-proton antiport system
in A. haloplanktis, which is involved in the
transport of K* ions and presumably other
substances. We suspect that such a system also
exists in V. costicola.

AlB transport in V. costicola is very salt
tolerant. It is little affected by 2.0 M NaCl and
may still continue in 3.0 and 4.0 M NaCl. One of
our major findings is that the response to higher
salt concentrations changes according to the salt
concentration at which the cells are grown. This
was one of the first examples within one micro-
organism of adaptation of a physiological proc-
ess to growth at different salt concentrations
(10).

Differences in salt tolerance of transport seem
to be correlated with differences in salt tolerance
of growth in other microorganisms. Lindman
(11, 12) recently showed that more salt-tolerant
yeast species could transport glucosamine at
higher NaCl concentrations than less salt-toler-
ant species.

While our work was in progress, Peleg et al.
(15) reported that cells of the moderately halo-
philic, halotolerant bacterium Ba; grown in 2.0
M salt could transport proline at considerably
higher salt concentrations than cells grown in 0.2
M salt. These authors suggested that transport
inhibition by high salt concentrations in the
latter cells was due to plasmolysis and supported
this with electron micrographs.

Preliminary electron microscope studies with
V. costicola have shown that considerable plas-
molysis occurs when cells grownin 0.50r 1.0 M
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NaCl are placed in 3.0 or 4.0 M salts. However,
the degree of plasmolysis seemed to be the same
for the cells grown in low and high salt concen-
trations. We considered the possibility that plas-
molysis damaged the transport system, but
found that this did not occur.

An adaptation of AIB transport to growth of
Halomonas elongata in different NaCl concen-
trations has been found very recently (E. Mar-
tin, T. Duryea, R. Vreeland, L. Hilsabeck, and
C. Davis, unpublished data). This type of micro-
bial adaptation may be widespread.

Probably our own most interesting finding is
that salt-resistant transport develops in non-
growing cells by a process that apparently does
not involve protein synthesis; this development
occurs in a few hours and is not inhibited by
chloramphenicol or other antibiotics. We distin-
guished two levels of resistance, resistance to
3.0 M NaCl and resistance to 4.0 M NaCl. The
first level developed in 0.5 M NaCl-grown cells
when these cells were placed in 1.0 M NaCl
alone, was not always accompanied by in-
creased levels of intracellular solutes, as mea-
sured by lysis point experiments, and was not
lost when 1.0 M NaCl-grown cells were placed
in 0.5 M NaCl. The second, higher level of
resistance developed more slowly, required nu-
trients in addition to 1.0 M NaCl, was quickly
lost when 1.0 M NaCl-grown cells were placed
in 0.5 M NaCl or KCl, and seemed to require an
increased level of intracellular solutes.

We are considering the possibility that resist-
ance to the highest NaCl concentration (4.0 M)
is due to an overall increased concentration of
intracellular solutes. We still do not know what
these solutes are. Shindler et al. (16) found that
the levels of Na* and K* ions increased with the
external Na* concentration of the growth medi-
um, to give values roughly equal to this concen-
tration; however, there is some doubt that these
ions exist as free ions in the cytoplasm (9, 20). In
certain microorganisms the levels of internal
polyols and amino acids increase with increasing
external salt concentration (9, 13, 18). We have
found no polyols in V. costicola and no consis-
tent changes in concentrations of free amino
acids at different external salt concentrations
(K. Hanna and D.J. Kushner, unpublished
data).

Could one or a few solutes be especially
important in the development of salt-resistant
transport? Betaine is of special interest here; we
found that this substance was very effective in
the development of salt-resistant AIB transport
(Table 2). Furthermore, simply adding betaine
stimulated transport of AIB at high salt concen-
trations, although betaine inhibited such trans-
port at lower salt concentrations (Table 3).

Betaine seems to be involved in salt tolerance
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in other bacteria. Shkedy-Vinkler and Avi-Dor
(17) have shown that betaine can stimulate respi-
ration of succinate and other substances by the
halophilic bacterium Ba, in high salt concentra-
tions. (However, we are not certain whether this
is an effect on respiration or an effect on trans-
port [see below].) Very recently Galinski and
Triiper (5) found that intracellular betaine con-
centrations varied directly with the NaCl con-
centration of the growth medium for the halo-
philic phototrophic bacterium Ectothiorhodo-
spira halochloris.

We still cannot explain the easy acquisition of
resistance to 3.0 M NaCl. Our results could
suggest that a gradual increase in salt concentra-
tion (i.e., from 0.5 to 1.0 to 3.0 M) is less
inhibitory than a direct increase from 0.5 to 3.0
M. If this were so, however, we would expect
that resistance to 3.0 M NaCl would be lost
when 1.0 M NaCl-grown cells were placed in 0.5
M NaCl. This did not occur.

In the experiments on AIB transport de-
scribed above, cells were incubated without
added substrate and obtained the necessary en-
ergy from endogenous respiration. The highest
NaCl concentrations permitted cells grown in
the presence of 0.5 M NaCl to respire. Of
course, this does not prove that this respiration
generated energy in a form that could be used for
transport; in fact, the cells no longer transported
AlB.

Oxidation of glucose and oxidation of succi-
nate were at least as sensitive to high salt
concentrations as AIB transport was. This was
especially evident in the 0.5 M NaCl-grown
cells, in which high salt concentrations com-
pletely inhibited oxidation of these substrates,
although they did not completely inhibit endoge-
nous respiration. This suggests that transport
may be involved in respiration of these sub-
strates. In A. haloplanktis, it has been shown
that oxidation of a number of substrates is Na™*
dependent, primarily because this ion is needed
for the transport of these substrates (R Droniuk
and R. A. MacLeod, manuscript in prepara-
tion). Further experiments on the energetics of
transport by V. costicola at different salt con-
centrations are now being carried out.

We have also considered the possibility that
salt-resistant transport is associated with
changes 1n membrane composition. Lipids do
change in a number of halophilic bacteria when
they are grown in different salt concentrations
(7, 8). However, Peleg et al. (15) found no
changes in lipid composition or in lipid-to-pro-
tein ratios in membranes of strain Ba; grown n
high or low concentrations. We have found that
growing V. costicola 1in higher salt concentra-
tions leads to a decrease in the proportion of
phosphatidylethanolamine and an increase in the
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proportions of phosphatidylglycerol and cardio-
lipin (M. Kogut, M. Kates, K. Hanna, and D. J.
Kushner, unpublished data). The system de-
scribed above should permit us to investigate the
relationship, if any, between lipid composition
and salt-resistant transport.
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The influence of pH on the proton motive force of Vibrio costicola was
determined by measuring the distributions of triphenylmethylphosphonium cation
(membrane potential, Ay) and either dimethyloxazolidinedione or methylamine
(osmotic component, ApH). As the pH of the medium .was adjusted from 5.7 to
9.0, the proton motive force steadily decreased from about 170 to 100 mV. This
decline occurred, despite a large increase in the membrane potential 1o its
maximum value at pH 9.0, because of the loss of the pH gradient (inside alkaline).
The cytoplasm and medium were of equal pH at 7.5; membrane permeability
properties were lost at the pH extremes of 5.0 and 9.5. Protonophores and
monensin prevented the net efflux of protons normally found when an oxygen
pulse was given to an anaerobic cell suspension. A Na*/H™ antiport activity was
measured for both Na* influx and efflux and was shown to be dissipated by
protonophores and monensin. These results strongly favor the concept that
respiratory energy is used for proton efflux and that the resulting proton motive
force may be converted to a sodium motive force through Na*/H™* antiport
(driven by Ads). A role for antiport activity in pH regulation of the cytosol can also
explain the broad pH range for optimal growth, extending to the alkaline extreme

of pH 9.0.

Vibrio costicola is a moderately halophilic
bacterium which requires 1 M NaCl for optimal
growth (13) and lyses in media of low osmotic
strength (9). Lysis can be prevented by salts
other than NaCl, but there is a specific Na*
requirement for carrier-mediated transport (24).
Understanding the specific requirement for Na*
in transport requires knowledge of the electro-
chemical ion gradients in V. costicola.

A transmembrane proton motive force (Apy-+)
may be established in various microorganisms
by proton efflux by using respiratory energy,
light energy in photosynthetic organisms or ex-
treme halophiles, or the energy from ATP hy-
drolysis (15, 36), resulting in a membrane poten-
tial (AY, interior negative) and an osmotic
component (ApH, interior alkaline) such that in
millivolts, Apy. = Ay — 60 - ApH, at 30°C (30).
Energy may be released from the osmotic com-
ponent by proton-symport mechanisms in medi-
um more acidic than the internal pH (pH)); at a
higher pH of the medium (pHy), the cytosol is
more acidic than the medium, so Ay must com-
pensate for the inverse pH gradient.

In certain bacteria, a s6dium motive force
may be formed by several mechanisms, resulting
from the outward-directed movement of Na*
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First, the energy of the proton motive force may
be converted to a sodium motive force through
Na*/H™* antiport activity as found in Altero-
monas haloplanktis (33), Halobacterium halo-
bium (26), alkalophilic bacilli (29), Mycoplasma
mycoides (6), and others, including Escherichia
coli (4, 44) (for a review, see reference 25). In
addition to a role in energy coupling, antiport
activity may be involved in regulation of cytoso-
lic pH (34). Second, in Klebsiella aerogenes,
efflux of Na* through the membrane is driven by
the Na*-requiring membrane-bound enzyme ox-
aloacetate decarboxylase (12). The methylma-
lonyl-coenzyme A decarboxylase of Micrococ-
cus lactilyticus (14, 18) and the glutaconyl-
coenzyme A decarboxylase from the anaerobe
Acidaminococcus fermentans (8) appear to have
similar properties. Third, a Na*-stimulated
ATPase activity may be linked to Na™ efflux, as
in M. mycoides (5, 6), Acholeplasma laidlawii
(20), and Streptococcus faecalis (17). Fourth, in
Vibrio alginolyticus in alkaline medium, a Na®*
efflux system driven directly by respiration
(without intermediary H* efflux) and insensitive
to protonophores can establish a sodium motive
force and Ay (43). As a final example, halorho-
dopsin was considered to be an outward-direct-
ed Na™ pump in H. halobium but is now identi-
fied as a light-driven inward-directed chlonde
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pump (38) The sodium gradient in H halobium
1s thus established solely through Na*/H* anu-
port activity (38)

As part of a larger study on the energetics of
Na*-dependent carrier-mediated transport and
salt tolerance In V costicola (24), we measured
the effect of pHy on the proton motive force and
identified a Na*/H* antiport activity We pre-
sent evidence here that the antiporter is involved
in regulation of the cytosolic pH

MATERIALS AND METHODS

Bacterial cultures. V costicola NRCC 37001 was
grown 1 500-ml Erlenmeyer flasks containing 100 ml
of medium and was shaken on a rotary shaker at 30°C
The growth medium included 1% (wt/vol) Difco Prote-
ose Peptone no 3 (Difco Laboratories, Detroit Mich ),
1% (wt/vol) tryptone (Difco), and 1 0 M NaCl (final pH
7 6) (13)

At the end of the exponential phase of growth (16 to
18 h), bacteria at a cell density of 1 t0o 1 5 mg (dry
weight) per ml were washed twice with a salt solution
of 1 0 M NaCl, 8 mM KCl, 0 4 mM MgSO, 02 mM
KH,POy4, and 50 mM Tns-hydrochloride buffer (final
pH 7 2) and were suspended in this solution to the
densities indicated For salt solutions of different pH
values, MES [2-(N-morphohno)ethanesulfonic acid]-
KOH (50 mM) was used for pH values lower than 7 6,
and Tns-hydrochlonde (S0 mM) was used for pH
values higher than 7 2

For nvestigating Na*/H* antiport, bacteria were
washed and incubated in 1 mM Tris (pH 7 5) contan-
ng1 0M KCl, 0 4 mM MgSO,, 0 2 mM KH,PO,, and
50 mM KSCN The bacteral suspension (4 mg [dry
weight] per ml) was stored on ice before being used, 1t
could be kept hike this for up to 6 h without any
measurable change 1n activity

Measurement of intracellular volume The space ina
packed cell pellet penetrated by {"*Clhinulin (0 2 mg/ml,
2 5 uCv/mg), [PHlraffinose (0 1 mM, 0 54 pCi/umol),
or [**Clurea (01 mM, 15 pCv/umol) was compared
with the total space measured gravimetrically (28)
Radioactive markers were added to 5 ml of bactenal
suspension (about 2 mg [dry weight] per ml) in the salt
solution used to wash the bactena After 15 to 20 min
of incubation at room temperature, tubes were centri-
fuged (10 min, 7,700 x g), and the radioactivity of the
extracts and supernatants was determmed as de-
scribed (19)

The dry weight of bactena was determimned after
drying to constant weight at 62°C, ashing for 6 h at
550°C, and correcting for the weight of salt n the
ashed matenal No difference in dry weight was found
if cells were dried 1n a vacuum oven

Measurement of ApH. Intracellular pH was mea-
sured by the distnibution between the intracellular
space of the bactena and the medium of a weak acid,
[*CIDMO (5,5-dimethyl 2,4-oxazohdinedione), or of
a weak base [*Clmethylamine (37) Bactena (1 1 mg
[dry weight] per ml) were incubated with constant
shaking at 30°C for 20 min 1n solutions of different
pH values before adding erther DMO (2 6 uM, 55 4
nCr/pmol) at pHy <7 6 or methylamine (8 92 uM, 56
pCvpmol) at pHy =7 6 After 20 mun of further incuba
tion, 1 5 ml samples of the bacteral suspension were
centnfuged in a Microfuge (2 min 13,000 x g), and the
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pellets were extracted with 1 M HCIO, The radioac-
tivity of the extracts and that of the supernatants
diluted 10 umes with1 M HCIO, were determined in §
ml of Aquasol Cells at pHy 7 2 were incubated with
urea (0 1 mM, 1 5 pC/pmol) to determine the intracel-
lular plus extracellular space in the cell pellets 1t was
assumed that intracellular space would not change
with pHy The pH of each supernatant was measured
with an Onon digital pH meter pH, was calculated for
DMO by the formuia of Mitchell et al (32) with 6 3 as
the pK, of DMO (1), for methylamine, pH, was
calculated by the method of Maloney et al (28) The
ApH represents the difference between pH, and the
external pH

Measurement of Ay, Ay was determined at 30°C by
measuring the accumulation of a lipophilic cation,
tniphenylmethylphosphonium (TPMP™), n the pres-
ence of the anion tetraphenylboron (TPB~) The bac-
tena (0 S mg [dry weight] per ml) were incubated for 20
min 1n the salt solution before the addition of
[*HITPMP* (10 pM, 10 uCi/pmol) and 2 uM TPB~
Samples of 05 ml were then filtered on 045 um
Millipore filters (Milhpore Corp, Bedford, Mass)
which had previously been soaked in 10 pM TPMP™
(41) and immediately washed with 5 m! of a solution
identical to the incubation solution except that 1t
contained no TPMP* or TPB~ The results were
erratic if the wash was omitted Nonspecific accumu-
lations of TPMP* by the cells and filter were corrected
for by subtracting the counts associated with cells
filtered 1immediately upon addition of PHJTPMP* 1n
the absence of TPB™ The filters were solubilized at
least 12 h 1in 5 ml of Aquasol before radioactivity was
measured Ayg was calculated from the Nernst equa
tion, where Ay = 60 log (TPMP*,/TPMP*,) (36)
The total proton motive force was calculated by re-
placing Ay and ApH by their values 1n the equation
Afy+ = AY — ZApH where Z = 60 mV at 30°C (30)

Metabolic changes of different markers. Bactena
were ncubated with labeled compounds for 20 min at
the optimal pH for the accumulation of DMO (5 5) or
methylamine (9 2), and with urea and raffinose as
indicated above The bactena were then centnfuged,
and the supernatant (S,) was retained The pellets
were treated with 01 ml of » butanol for 15 min at
80°C Next, 03 ml of water was added, and the
mixture was held at 80°C for an additional 15 min (19)
The suspension was recentrifuged, and the second
supernatant (S,) was removed The supernatants (S,
and S,) were examined by thin-layer chromatography
as follows (1) Urea silicagel G 250 pm thick (Mandel
Scientific Co, Lid , Rockwood, Ontario), solvent,
chloroform methanol water (70 50 10, vol/vol) (n)
Raffinose silica gel 60, 250 pm thick (BDH Chemicals
Canada, Ltd , Toronto, Ontano), previously treated
with 4 g of NaHSO; 1n 80 ml of water and 120 m] of
ethanol, dried 1n air, and actjvated at 100°C for 30 min
(11), solvent, ethyl acetate-methanol-acetic acid-water
(60 15 15 10, vol/vol) () DMO silica gel G, 250 pm
thick (Mandel), solvent, chloroform methanol (90 10,
vol/vol) (v) Methylamine cellulose 100 pm thick
(Brinkmann Instruments Canada Ltd Rexdale On
tarto), solvent 1sopropanol ethanol water hydrochlo-
nde (75 75 45 5, vol/vol) The R, values of authentic
labeled compounds urea raffinose DMO, and methy!
amine were 0 62, 0 07,0 77, and 0 57, respectively as
shown by autoradiography
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Evidence for Na*/H* antiport. The reaction vessel
descnbed by Patel and Agnew (35) was connected via
a gas-uight seal to a H* electrode Two hypodermic
needles inserted through the fluted butyl-rubber serum
stopper of the sampling port permitted a continuous
flow of N, to circulate through the reaction vessel
Bactenial suspensions were injected through the serum
stopper (5 ml, 0 4 mg [dry weight] per ml), and 100 pg
of carbonic anhydrase was added (33) Samples were
stirred magnetically at room temperature for 30 to 60
min, during which the pH was adjusted to 75 by
mjections of oxygen-free HCl or KOH This adjust-
ment was done to obtain bactenal cells with mimimal
or no transmembrane pH difference

Solutions added (50 ul) contained the test compound
(KCl, choline chlonde, NaCl, or LiCl) at 2 5 M, each
prepared with 0 4 mM MgSO, and 0 2 mM KH,PO,
The solutions were saturated with nitrogen or oxygen
n closed 60-ml serum bottles, and the pH was adjusted
with HCl or KOH to match the pH of the cell
suspension

Effects of the uncouplers CCCP (carbonylcyanide
m chlorophenylhydrazone) and TCS (3,3',4",5 te-
trachlorosalicylamihde) and that of monensin were
studied by incubating the bactena in their presence for
20 mn at 30°C at a final concentration of 20 uM before
placing the suspensions in the reaction vessel Be-
cause V cosncola can use ethanol as a source of
electrons in respiration, the inhibitors were added as
methanolic solutions

For a control, 20 pl of n-butanol was addedtoa 5 ml
suspension of cells, which was then heated at 85°C for
30 min Traces of DNase and RNase were added to
reduce the viscosity before placing the treated cells in
the reaction vessel

Optimum pH for growth. V costicola was grown 1n
the complex medium already described with a NaCl
content of 1 M and with 0 06% (wt/vol) polypropylene
glycol as antifoam A 3-hter water jacketed vessel
(Pegasus Industnal Specialties, Ltd, Searborough,
Ontano) contaimng 2 hters of medium was maintained
at 30°C Saturation of the medium with oxygen was
ensured by supplying oxygen (100%) at 130 ml/min and
dispersing with a Vibromixer (Pegasus) The pH was
regulated automatically by injections of NaOH (2 N),
with variations of less than 0 05 pH units Inocula
consisted of 20 ml of a late-logarithmic growth phase
culture (24 mg, dry weight) Generation times were
calculated from measurements of optical density at 660
nm measured hourly for 8 h Separate growth curves
were obtained for each pH tested

Reagents. [2-'*C]DMO, ['*Clurea, [methyl-
SHITPMP*, [carboxyl-**Chnuln, [*H]raffinose, and
Aquasol were purchased from New England Nuclear
of Canada, Lachine, Quebec, Canada ['*C]methyla-
mine was supphed by Amersham, Oakville, Ontario,
Canada Carbonic anhydrase (2,100 U/mg), tetraphen-
ylboron, DNase, RNase, and CCCP were from Sigma
Chemical Co , St Lows, Mo TCS was from Fisher
Scientific Co , Nepean, Ontario, Canada Monensin
was a gift from El Lilly Canada, Inc, Toronto,
Ontarno

RESULTS

Intracellular volume. The effectiveness of dif-
ferent probes in estimating the intracellular vol
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ume of V costicola was compared by measuring
the space 1n a packed cell pellet to which a series
of labeled compounds had access As a refer-
ence, the total water space 1n the pellet was
measured gravimetrically Urea penetrated the
cytoplasm completely, whereas both raffinose
and nuhin occupied about 59 = 7% of the
available space in the pellet. ['“Clurea penetra-
tions gave less variable results than the gravi-
metric method and were preferred Raffinose
was chosen instead of inulin as a nonpermeant
marker because it 1s a smaller molecule and may
pass more freely through the outer membrane of
V costicola Although raffinose and inulin gave
comparable results after growth and suspension
1n solutions containing 1 M NaCl, raffinose may
be preferred if the cytoplasmic membrane 1s
shrunken from the outer wall, as happens upon
suspension In 3 or 4 M NaCl solutions (24)
Sucrose could not be used since V costicola
was able to grow with sucrose as the sole carbon
and energy source (data not shown) The mea-
surement of intracellular volume calculated from
the difference between the space available to
urea and raffinose was 1 81 = 022 pl/mg (dry
weight, nine separate measurements)

Thin-layer chromatography of supernatants
and cell extracts revealed that urea, raffinose,
methylamine, and DMO (used 1n a later section)
were not metabolized We also found that V
costicola was ncapable of utihzing inulin as a
growth substrate

Proton motive force. When cells were incubat-
ed 1n air, both components of Afiy. were affect-
ed by the pHy of the medium (Fig 1) The
chemical potential (60 + ApH) declined to 0 as
pHg was increased to 7 5, whereas Ay steadily
increased to a maximum value of 160 to 170 mV
at pHy 9 0 Respiration rates were highest also at
pHy 9 0 (manuscript 1n preparation) However,
this increase in Ay was nsufficient to compen-
sate for the loss of the pH gradient (:nside
alkaline), and the total Afy+ declined from 168
to 95 mV as the pH, was adjusted from 5 5 to
90 V costicola 1s capable of maintaining a
fairly constant pH,, which increased from 6 9 to
8 0 when the pHp was raised from 51 to 9 2

Accumulation of the weak acid, DMO, or the
weak base, methylamine, takes place over a
wide range of pHg V cosncola lyses at pH,
values below 5 0 and greater than 9 5, lysis 1s
manifested by an immediate clearing of the
turbid suspension At pHp 7.5, when the pH
gradient 1s 0 according to methylamine distribu-
tion, a small amount of DMO uptake occurs
(equivalent to 120% penetration) This low level
of uptake 1s probably caused by nonspecific
binding of the label )

Measurements of Ay were conducted with
TPMP™* n the presence of a hydrophobic anion,
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FIG 1 Influence of pHy, on the proton motive
force of V costicola Ay was measured with
[*H]TPMP* plus TPB~, and ApH was measured with
["*CIDMO and [**C]methylamine as described 1n the
text The composition of the buffer systems (which
contain 1 M NaCl) 1s described in the text The
chemical potential (60 ApH) and Ay were summed to
calculate Afiy+ iIn mV

TPB~ The anion promoted an imtial rapid up-
take of TPMP™, but 1n the steady state (10 to 20
min) almost no effect of tetraphenylboron was
evident (data not shown) Certain bactena re-
quire the countenon for the uptake of TPMP*
(19, 21), others do not (16) Tetraphenylphos-
phonium was not used because 1t gave very high
nonspecific binding as determined by rapid fil-
trations after mixing of cells and label Separate
experiments showed that uptake of *Rb in va-
hnomycin-treated cells (3) could not be used to
measure Ay since valinomycin appears to be
ineffective with V costicola (results not shown)

Inhibitor effects on Ay, Inhibition of respira-
tion 1n this obhigate aerobe by KCN (10 mM) or
N-ethylmaleirmde (10 mM) caused a dramatic
decline in Ay (80 to 92% inhibitions) The 10no-
phores (20 pM) nmigericin, monensin, CCCP, and
TCS caused inhibitions 1n Ay after 20-min treat-
ments of 97, 60, 68, and 72%, respectively
(manuscript 1n preparation) All of these effects
were measured with a pHg of 8 510 8 8
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Na*/H* antiport. V costicola can use the
energy of respiration for proton effiux at alkaline
pHo When the bactena were incubated anaero-
bically 1in a solution containing 1 0 M KCl to
prevent lysis (9) and to maintain equal osmolan-
ty to the growth medium, an oxygen pulse was
followed by a rapid acidification of the medium
(Fig 2) The incubation medium also contained
KSCN The freely permeable SCN~ 1ons can
rapidly compensate for the charge created by
movement of 1ons across the membrane and thus
prevent the development of an appreciable Al
(31) As the oxygen was consumed, protons
were reabsorbed by the bacteria, and the pHg
returned to 1ts original value The acidification
of the medium n response to an oxygen pulse
was prevented by protonophores (CCCP, TCS),
monensin, and butanol

If, however, the bacteria were preincubated
with NaCl before the oxygen pulse was given, a

)
‘J o ()
() )

(c)

IOOIpH (3]

Imin

(a)

.

FIG 2 Influence of NaCl and inhibitors on respi
ration-linked proton efflux 1in V costicola Proton
eflux was measured with a H* electrode as the
increase 1 acidity resulting from 1njections of oxygen
saturated 2 5 M KCl to anaerobic cell suspensions (A)
Anaerobic cell suspensions were incubated in salt
solution (pH 7 5) contaiming 1 M KClI and either no
NaCl (a), 25 mM NaCl (b), or 50 mM NaCl (c¢) (B)
Anaerobic cell suspensions in the same salt solution
(pH 7 5) contaiming 1 M KCI (but no NaCl) were
preincubated 20 min at 30°C with inhibstors before the
oxygen pulse (a) methanol control 47 mM, (b) CCCP
20 uM (c) TCS 20 uM (d) monensin, 20 pM (e)
butanol treatment as described 1n the text
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smaller response which decayed more rapidly
was noted The half-times for decay (Fig 2A)
were 3.2 s (curve a), 1.8 s (curve b), and 14 s
(curve c) for NaCl concentrations of 0, 25, and
50 mM, respectively Previously, it was shown
that respiration rates were similar at external
concentrations of NaCl of 0 and 10 M (24)
These results suggest that a Na*/H* antiporter
1s functioning, causing the reabsorption of pro-
tons coupled with an exit of Na* The rate of
antiport activity increased as a function of the
concentration of Na* present in the anaerobic
preincubation medium (no transmembrane Na*
gradient 15 expected in anaerobic cells [33, 45])
to a maximum rate at 40 mM NaCl

Na*/H™ antiport can also be demonstrated by
mjecting NaCl anaerobically into cells suspend-
ed 1n oxygen-free 1 0 M KCI (Fig 3A) In this
case, the presumed influx of Na* was accompa-
nied by a pronounced efflux of protons The
antiport seems specific for Na* 1ons since Iittle
or no acidification of the medium occurred upon
mnjections of LiCl, KCl, or choline chloride
Further convincing evidence for Na*/H* anu-
port was provided by inhibitor studies (Fig 3C
through E) After incubations of V costicola
with CCCP, TCS, or monensin, no appreciable
NaCl-induced acidification of the medium oc-
curred Since the i1onophores were 1njected as
methanolic solutions, we showed as a control
that the same quantitative results were obtained

A B c

I

_
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lmin
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in cell suspensions to which an equivalent
amount of methanol was added (Fig 3B) Final-
ly, the results with butanol-treated (killed) cells
(Fig 3F) show that none of the responses was
nonspecific or caused by pH mismatch of solu-
tions

A role for Na*/H" antiport in regulation of the
cytosohc pH was tested by measuring the effect
of NaCl on the accumulation of methylamine
(Table 1) Ata pHg near neutrahity, methylamine
did not accumulate, as predicted from results
shown in Fig 1 However, a large Na*-depen-
dent accumulation of methylamine occurred at
pH 8 6, supporting a role for the antiporter in
acidifying the cytoplasm at alkaline pHy More-
over, 1n aerobic cells similar data were obtained,
although pH,; was somewhat more alkaline when
respiration-driven H* efflux was occurring (Ta-
ble 1)

Several of the observations made suggest that
V cosucola should grow well in an alkaline
medium As predicted from measurements of
respiration rates, Afiy., and the Na*/H" anti-
porter, V cosncola grew at maximum rates over
a wide range of pHy extending well into the
alkaline range (Fig 4)

DISCUSSION

The results indicate that Ay 1s greatest at
alkaline pH, values (pH 9 0), when the pH

~ (o)

L (o)
o
{o) L
—_ (b)
/4/
{c)
/f/ (@)

(d)

—l\(c) (c)
ﬁ)

( (@

FIG 3 Effect of 1onophores and butanol on Na*/H* antiport in V costicola Proton efflux was measured
with a H* electrode as an increase n acidity resulting from imjections of 25 mM concentrations of NaCl (a) LiCl
(b) KCli(c) or chohne chloride (d) to anaerobic cells suspended in a sait solution of pH 7 5 (1 M KCI no NaCl}
(A) Control cells (B) methanol control, 47 mM, (C) CCCP 20 pM, (D) TCS 20 uM (E) monensin 20 pM, (F)
butanol treatment (see legend to Fig 2)
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TABLE 1. Effect of NaCl on pH, of V. costicola®

Gas phase Salts medium pH, pH, ApH
Nitrogen KCl 7.11 7.11 0°
8.58 7.95 0.63
NaCl 7.00 7.00 0
8.63 7.53 1.10
Air KCl 6.98 6.98 0
8.58 8.58 0
NaCl 6.93 6.93 0
8.64 7.77 0.87

¢ V. costicola (10 mg [dry weight] of cells) was
suspended in 5 ml of the salt solution described in the
text and containing either 1 M NaCl or 1 M KCI (with
NaCl omitted). After storage of the cell suspensions
for 30 min under N; or air, [**C)methylamine uptake
was allowed to occur for 20 min. Samples of 1.5 ml
were centrifuged (13,000 X g, 2 min), and the distribu-
tion of radioactivity between the cells and medium was
determined.

50, ApH (inside acidic) was not detected with the
methylamine probe.

gradient is reversed (inside acidic). We have
shown separately (manuscript in preparation)
that respiration rates are also greatest at pHy 9.
Direct evidence for a respiration-linked efflux of
protons was obtained by showing an increase in
the acidity of the medium when anaerobic cells
were given an oxygen pulse. This proton efflux
in response to a respiratory pulse was sensitive
to the protonophores CCCP and TCS, as well as
monensin, as expected for reagents which abol-
ish pH gradients. These results were obtained at
such a pHg that no transmembrane pH gradient
existed (before the respiratory pulse). In gener-
al, H* efflux coupled to cation/proton antiport
can account for establishment of Ay when pHj is
more alkaline than the cytoplasmic pH. Such a
mechanism has been demonstrated for Bacillus
alcalophilus (29) and proposed for certain meth-
anogenic bacteria (19), nitrifying bacteria (23),
and others (34).

The proton motive force of V. costicola was
measured as a function of pHy. At a pHg of 7.5,
the chemical potential (60 ApH) disappeared
(inside alkaline), leaving Ay as the sole compo-
nent of Afiy-. At pHy values above 7.5, the pH
gradient reversed, becoming acidic inside. Un-
der these conditions (pHy 8.5 to 8.8), Ay was
dissipated by protonophores, by inhibitors of
respiration, and by monensin, which normally
serves to facilitate Na*/H"* exchange (2). The
sensitivity of Ay to these reagents illustrates the
importance of respiration-driven proton efflux in
establishing Ad.

A Na*/H" antiporter was identified in V.

J. BACTERIOL.

costicola, which may function to convert the
Afiy- established by respiration-linked H* efflux
to a sodium motive force. Such an interconver-
sion of electrochemical ion gradients through
Na*/H™* antiporter activity has been shown in
several microorganisms, including H. halobium
(27) and E. coli (4). Previously, it was shown
that V. costicola maintains a cytoplasmic con-
centration of K* above that in the medium and a
cytoplasmic concentration of Na* below that in
the medium (10, 40). In the absence of a ApH
(inside alkaline), the driving force for the
Na*/H* antiporter is likely to be Ay, where the
stoichiometry of H* influx to Na* efflux must
be greater than 1. An electrogenic antiporter
functioning at alkaline pH, has been detected in
membrane vesicles of E. coli (39) and H. halo-
bium (26), but direct evidence has not been
obtained yet for V. costicola.

Energy coupling at alkaline pHj is different in
V. costicola and V. alginolyticus. Both of these
moderate halophiles have maximal Ay at about
pHp 9 (42). However, evidence has been pre-
sented that at alkaline pHy, V. alginolyticus has
a respiration-dependent primary Na* extrusion
system, which gives rise to Ay and a Na*
chemical gradient (43). In contrast to these re-
sults, in V. costicola Ay is very sensitive to
protonophores, and Na* does not stimulate
rates of oxygen consumption greatly, not even at
pHo 8.5 (this study and unpublished results).
Thus, a primary respiration-linked proton efflux
to establish Afiy+ coupled to Na*/H™ antiporter
activity is required to explain the data for V.
costicola adequately.

Genergtion time (hrs)
[t
T T T T
L2
.\
L]

Externol pH

FIG. 4. Growth of V. costicola as a function of
pHo. Growth studies were conducted in a fermentor
equipped with pH control, using the complex medium
described in the text. Both pH and growth (optical
density) were monitored hourly.
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In addition to a role in energy coupling, a
second function possible for antiporters is in the
regulation of intracellular pH (34). Na*/H"* anti-
port has been most clearly implicated in studies
of a non-alkalophilic mutant of B alcalophilus
(22) and in E. coli studies in which mutants
defective in this activity are also unable to grow
in alkaline medium (46, 47). Our results with V.
costicola show that Na™ is involved in pH
regulation, which is correlated with an ability to
grow optimally at pH, well into the alkaline
range, i.e., with both aerobic and anaerobic cell
suspensions maintained a more constant pH, in
the presence of Na* than in its absence. Since
some Na* always contaminates the Na*-deplet-
ed medium, these results are probably even less
dramatic than what would be observed in the
complete absence of Na* The possibility has
yet to be tested that V. costicola contains a
K*/H* antiporter, which has been imphcated in
pH homeostasis in E. coli (7).

V. costicola is a neutrophile according to the
classification of Padan et al. (34) since it grows
within the pH range of 5.5 to 9.0. The optimum
pHy for growth extends from pHy 6.5 to 9.0,
during which the pH, increases from 7.25 to 7.9.
The Ay also increases dramatically. By coupling
cation/proton antiport to Afiy-, the organism is
capable of optimal growth into the alkaline pH
range when the pH gradient is reversed (inside
acidic). This, 1n addition to the known ability of
V. costicola to grow over a wide range of salt
concentrations (13), should provide well for its
survival duning changing environmental condi-
tions.
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