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Physiologie, métabolisme

Etude des génes dupliqués de la glycolyse
chezLactococcus lacti$L1403

Emmanuel dvetaP S, Dusko BERrLICH? Florence DPERRAY?,
Pierre ENAULT2

2L aboratoire de Génétique Microbienne, INRA, Domaine de Vilvert,
78352 Jouy-en-Josas Cedex, France
b CIRDC DANONE, 12 rue de Galilée, 92350 Le Plessis-Robinson, France

Abstract — Study of the duplicated glycolytic genes ihactococcus lacti$L1403. The conver-

sion of sugars into lactic acid is the main metabolic pathway providing energy to lactic acid bacteria.
This conversion is also involved in production of different compounds participating to the organolep-
tic properties of fermented products. Thdactisknowledge of the genome has given the access to
sequences of genes encoding the enzymes involved in the two main metabolic pathways described for
the fermentation of glucose in lactic acid bacteria: (1) the homofermentative pathway through glycolysis
leading to two lactate molecules per glucose consumed; (2) the heterofermentative pathway through
the Pentose Phosphate pathway giving one lactate, one acetate and paer@@ecule of glucose.

The research of the genes, corresponding to proteins involved in these metabolic pathways, revealed
that some enzymes are encoded by 2 distinct genes. This fact could give to the cell the possibility to
produce enzymes with different biochemical properties, or to control their expression according to spe-
cific conditions. Two copies of genes potentially encoding glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genasedap) and enolaseeig have been identified. Other microorganisms sudh asliandB. sub-

tilis also possess @ap genes sharing up to 60% homology, but having different functions. In

L. lactis, gaplandgap2genes share around 80% identity at both the nucleotidic and protein level. The
analysis of codon usage, the transcription and the effect of genes inactivation sh@aplist

the only gene involved in glycolysis. The transcription of this essential gene is very high during all
phases of growth. Low increase of the level of transcription could be evidenced during growth in glu-
cose, a sugar inducing the Catabolite Repression. Moreover, the presence of potential fixation site for
CcpA (Cre box) upstream of initiation transcription box —35 suggestgapatranscription is acti-

vated by this protein. In contrast, thep2gene is dispensable and expressed at a very low level in
our experimental conditions. Finally, in opposition to GapB fBiraubtilis the product ok.. lactis
gap2might not to be involved in the neoglucogenesimAandenoBgenes are coding for proteins
sharing 55% identity with known enolase. In opposition t@épgenes, thenogenes does not share
significant nucleotidic homologies together. HoweeeApresents 87% identity with the enolase
genes from sequenc&treptococcuspecies whereanoBpresents 95% identity with a plasmidic
encoded gene isolated frd®treptococcus thermophiluiBhese observations suggest #radBwas
transferred from species to other. The analysis of codons bias strongly suggests that EnoA is the
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main glycolytic enolase. The transcription of these two genes is high during the exponential growth,
2 folds higher in glucose f@noAand similar during glucose or galactose fermentatioarfoB enoA
andenoBseem transcribed simultaneously during the growth. These results suggest that both genes
may play a significant role in the glycolysis.

Lactococcus lactig metabolism / glycolysis / regulation

Résumé— La conversion des sucres en acide lactique est la principale voie métabolique fournissant
I'énergie aux bactéries lactiques. Cette conversion est également impliquée dans la production de dif-
férents composés participant aux propriétés organoleptiques des produits fermentés. Deux voies
métaboliques ont été décrites pour la fermentation du glucose chez les bactéries lactiques : (1) la
voie homofermentaire ou glycolyse qui conduit & la formation de deux molécules de lactate par
molécule de glucose ; (2) la voie hétérofermentaire par la voie des pentoses phosphates donnant un
lactate, un acétate et une molécule dg 4D molécule de glucose. La recherche des génes corres-
pondant aux protéines nécessaires au fonctionnement de ces voies métaboliques a parfois révélé que
certaines enzymes pouvaient étre codées par deux genes distincts. En théorie, cela donne la possibi-
lité a la cellule de produire des enzymes aux propriétés biochimiques différentes ou de contrdler
leur expression en fonction de conditions spécifiques. Ainsi des genes codant de possibles glycéral-
déhyde-3-phosphate déshydrogenases et énolases sont présents en deux cbpliestishBzautres
micro-organismes comnte coliouB. subtilispossedent également deux géegegshomologues entre

eux a environ 60 %, mais dont la fonction differe. Ghdactis les génegapletgap2présentent

environ 80 % d'identité nucléotidique et protéique. L'analyse des biais de codons, de la transcription

et de I'effet de I'inactivation de ces génes montrent que seule Gapl est impliquée dans la glycolyse.
La transcription de ce géne essentiel est trés forte durant toutes les phases de la croissance. Une
faible augmentation de son expression a été mise en évidence lors de croissance en glucose, sucre indui-
sant la répression catabolique. De plus, la présence d’un site de fixation potentiel de la protéine
CcpA (boite Cre), en amont de la boite d'initiation de la transcription —35, suggére une activation de

la transcription de ce géne par cette protéine. Au contraire, leggp2est dispensable et n'est
guasiment pas transcrit dans nos conditions expérimentales. Enfin, contrairement a 'enzyme GapB
deB. subtilis le produit du géngap2deL. lactisne semble pas étre impliqué spécifiquement dans

la néoglucogénése. Les gememAet enoBcodent des protéines présentant 55 % d’identité avec
I'ensemble des énolases caractérisées. Ces deux copies, contrairement agapgeagmssedent

gu'une trés faible homologie entre elles. CependaatApartage 87 % d'identité avec les génes éno-

lases des StreptocoquegebBenviron 95 % avec un géne codant une énolase plasmidiqusteyez

tococcus thermophiluCes observations suggérentepdBaurait été transféré d'une espéce a
l'autre. L'analyse des biais de codons suggeére fortement qu’EnoA soit I'énolase glycolytique prin-
cipale. La transcription de ces deux genes est forte au cours de la phase exponentielle, deux fois
plus forte lors d’'une fermentation en glucose comparé au galactose pourdaa@stesemblable pour

le géne=noB enoAetenoBsemblent transcrits simultanément au cours de la croissance. Ces différents
résultats suggérent que les deux génes pourraient contribuer significativement a la glycolyse.

Lactococcus lacti$ métabolisme / glycolyse / régulation

1. INTRODUCTION dans l'industrie agro-alimentaire. Afin de
comprendre et mieux contrdler les méca-
Les bactéries lactiqgues sont parmi lesismes qui régissent les fermentations lac-
bactéries a Gram-positif les plus étudiéetiques, il semble indispensable de mieux
sur le plan génétique aprBacillus subtilis  connaitre d’'une maniére générale le méta-
en particulier a cause de leur importancéolisme et I'organisation génétique de ces
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bactéries. En effet, il ressort des études effede mettre en évidence la présence de deux
tuées jusqu’a présent que le mod&lsub- copies des génes codant la glycéraldéhyde-
tilis ne s’applique pas, en de nombreux3-phosphate déshydrogénase (GapDH) et
points, aux bactéries lactiques, tant au niveaiénolase. Les GapDH permettent la conver-
du contréle des flux par les enzymes qu’awsion du glycéraldéhyde 3 phosphate en triose
niveau du contrble génétique. Une raisorphosphate. La présence d'un deuxieme gene
simpliste de cette différence serait que lelomologue a une GapDH a déja été décrit
niches écologiques des bacilles differenthez les bactéries a Gram-négatif comme
notablement de celles des bactéries lactiques. coli[4, 9, 19] et plus récemment chez les
Les premiers vivent dans le sol, et ledbactéries a Gram-positif comnBacillus
seconds dans des milieux riches, comme Igubtilis[6]. Chez ces bactéries, les deux
lait, les plantes ou le tractus digestif. L'unegénes codent des enzymes aux propriétés
des particularités les plus marquantes dbiochimiques différentes ; GapA @&e coli
métabolisme des bactéries lactiquegstla GapDH glycolytique tandis que GapB
concerne l'utilisation de la source de carposséde une activité Erythrose-4-phosphate
bone. Celui-ci est transformé principale-déshydrogénase (E4pDH) [19], impliquée
ment en lactate aprés la glycolyse au liedans une voie du métabolisme parallele a
d’entrer dans le cycle de Krebs (non foncia glycolyse. De méme, GapA @acillus
tionnel ched.. lactis) ou il permettrait une subtilisest la GapDH glycolytique, tandis
récupération d’énergie supplémentaire. lque GapB posseéde une activité biochimique
en résulte que ces bactéries sont trés déperaractéristique d’'une enzyme néoglucogé-
dantes des sucres comme source d'énergigique [6].

et quelles acidifient le milieu tres rapide- | o5 gnolases permettent la conversion du
ment, en rallzon de 'a.”a”ng\Fm?t('jO” dg hosphoenol pyruvate en pyruvate. Cette
SUCTES en acides organiques. AINSl, dans dgg,etion représente la derniére étape de la

conditions d’anaérobiose stricte, 95 % duyycolyse avant la conversion en acide lac-
glucose est transformé en lactate, le reste ﬁvue. Aucune bactérie et peu d'autres micro-
retrouvant majoritairement dans les parois rganismes, en dehors Baccharomyces
les lipides. La conversion des sucres en aCi%erevisiae[g 10, 14], ne semblent possé-
lactique est la principale voie métaboliqueyer commeL. lactis deux copies de ce
fournissant 'énergie aux bactenes_lacﬂgue,sgéne. Nous avons entrepris dans ce travail de
Cette conversion est egalement impliquég,, 5 ctariser rexpression, la régulation et le

dan§ la productipn d’'une grandg quantité desle potentiel de chacun de ces génes.
molécules conférant des propriétés organo-

leptiques aux produits finaux.

Deux voies métaboliques ont été décrites 2- LES GENES CODANT
pour la fermentation des sucres chez les bac- UNE GLYCERALDEHYDE-3-
téries lactiques. La premiére est la voie ~ PHOSPHATE
homofermentaire ot le glucose est assimilé ~ DESHYDROGENASE
par la glycolyse uniquement et conduit a la
formation de deux molécules de lactate par
molécule de glucose. La seconde est la voie
hétérofermentaire ou I'assimilation se fait
par la voie des pentoses phosphates en don- . i .
nant un lactate, un acétate et une molécule de EN 1995, le géne nomme dans cet article

CO, pour une molécule de glucose. gap2a été décrit par Caqcilla [2] comme
codant la GapDH glycolytique de lactis

L'analyse de la séquence compléte dé’analyse de la séquence de lactis
Lactococcus lacti$L1403 [1] a permis L1403, a permis de mettre en évidence une

2.1. Etude des séquences
et caractérisation des signaux
d’expression
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deuxieme copie d’'un géne codant une Le point de démarrage de la transcrip-
GapDH,gapl Les génegapletgap2de tion du géngjapla été déterminé par exten-
Lactococcus lacti§Fig. 1) codent deux pro- sion d’amorce afin de localiser le promoteur
téines qui présentent 60 % d’homologie ave@Fig. 2A). Les boites d'initiation de la trans-
les glycéraldéhyde-3-phosphate déshydraeription —10 et —35 présentées figure 2B, en
génases. Ces deux génes sont transcrits clamont du + 1 de transcription, sont relati-
cun indépendamment et codent des protéineement éloignées de ce dernier, ce qui sug-

de 336 et 337 acides aminés. gére, soit une maturation moléculaire du
| |500 |1 000 I1 500 I2000
Pstl .EcoRV
¢ Nspl : .Sacl
I—_>I i i E
gap1 phnA
-« «—
gaplext gapl.1
EcoRV  EcoRl Hindili Sau3Al Hindlll gay3Al
I | I I | |
yjeB gap2 orf1
—> «— «
gap2.3 gap2.1 gap2.2
4—
gap2ext

Figure 1. Organisation des deux géergapdel. lactis Les phases ouvertes de lecture (ORF) sont
représentées par une fleche pleine noire, les promoteurs par des fleches simples et les terminateurs par
des tiges/boucles. Les amorces utilisées pour amplifier les fragments nécessaires a la construction des
différents vecteurs, aux Northern blot, ainsi qu'aux extensions d’amorce sont représentées en dessous
des génes. Gapl.1 : GGC TAT GCT GGC TTT GGC AAT TAT GG, gaplext TAG GGA TTA

GAT TTT ATA AAA GGC, gap2ext: TTT TTA TTT AGA TGA TGA GAA TTT CTC, gap2.1:

CGA CGT AAT GCC AAA CGT CCA ATA CG, gap2.2: CAAGCA CTG TAA CAA GTT CAG,

gap2.3: GAA GGC GAAACT TTG AGA CG.

Figure 1. Organization ofjapgenes irL. lactis The open reading frame (ORF) are shown by large
black arrows, promoters by simple arrows and terminators by stems/loops. Primers used for PCR ampli-
fication of cloning fragments, Northern blot and primer extensions are under genes. Gapl.1: GGC TAT
GCT GGC TTT GGC AAT TAT GG, gaplext: TAG GGA TTA GAT TTT ATA AAA GGC,
gap2ext: TTT TTATTT AGATGATGAGAATTT CTC, gap2.1: CGA CGT AAT GCC AAACGT

CCA ATA CG, gap2.2: CAA GCA CTG TAA CAA GTT CAG, gap2.3: GAA GGC GAA ACT

TTG AGA CG.
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1 agaagtggaagaagaaactattcttaaaagtacgagcttttttaatGTTAAACGCTTTCA 60
-35

61 agagaagtggacttcttttgettttgtagagegetttctaagggagtttatgtfetgcaaa 120
- 10 ext

0o
121 ttttaaaaaaadtdtltaaaathaaagagtaagttaaattgttaacttagtcaatttaaaa 180

181 ggtaagccttttataaaatctaatccctataaggaggaaactactaATGgtagttaaagt 240
M V V K V -

1 aagtaatacataaacagattgttcccaaccagatgataatttcatgatgaagctccttaa 60
-35

61 acattttaaattaaaaaagattgacactagggtaaaaajagtatalttagagataagagata 120
-10 v
121 tdtctaatlagctataattatttatttctattatagcaaaaaaagagaagaatctcatcat 180

181 ctaaataaaaaaacggaggactacatcATGgtagttaaagttggtattaacggttttggt 240

M vV v KV G I N G F G

Figure 2. (A) Extension d’amorce sur le transcrit du ggapl.Les 4 premiers puits correspon-

dent aux produits de la séquence G, A, T, C de la région promotrice du gene. Les deux puits suivants
correspondent aux produits des extensions d’amorces réalisées a partiretés@gg d’ARN totaux

d’une culture dé. lactisIL1403 en MCD glucose prélevée a une Q) de 0,4. B, C) Cartogra-

phie de la région promotrice du gegepl1(B) etgap2(C). Les boites consensuelles d'initiation de

la transcription —10 étendue et —35 sont encadrées, les fleches indiquent les origines de transcription
déterminées par I'extension d’'amorce, le site de fixation du ribosome est souligné, le codon ATG d'ini-
tiation de la traduction est en majuscule et en caractere gras, et la boite Cre potentielle est grisée.

Figure 2.(A) gaplprimer extensiorLines 1to 4 are G, A, T, C reaction sequence of promoter. The
next 2 lines are primer extensions obtained frqrg @r 69 of total RNA extract fron.. lactis|L1403

grown in CDM glucose at Of3,,,,0.4. B, C) gap1(B) andgap2(C) promoter map. Consensus
extended —10 and —35 boxes are boxed. Arrows indicate transcription starts defined by primer exten-
sions. Ribosome hinding sites (RBS) are underlined, ATG translation start codons are in upper case
heavy letters and the putative Cre box is paint with grey.
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messager, soit que le promoteur ne posseedies que ne le sogapAdegapBdeE. coli

pas les motifs consensus habitueld.de- ou deB. subtilis Ce résultat suggére une
tococcus lactisLa cartographie du promo- duplication récente de ce géne au sein du
teur degap2a également été effectuée, echromosome. L'analyse du biais de codons
ne confirme pas la position des signauxie gapletgap2révéle cependant une dif-
d'initiation de la transcription caractérisés erférence marquée. En particulier, sgapl
1995 pour la souche LM230 (Fig. 2C) [2].possede un biais d’utilisation des codons
Les signaux d’initiation de la transcriptioncomparable a celui des genes fortement
—10 et —35 sont également peu conservé&xprimés dont les génes glycolytiques font
par rapport aux motifs consensus. Des sitggartie. A l'inverse et contrairement a ce qui
de fixation du ribosome (RBS), ATAAG- a été préalablement décrit [ghp2ne pré-
GAGG et AAACGAGG, trés consensuels,sente pas de biais de codons significatif.
sont présents et devraient permettre la tra-
duction efficace des deux génes. Cinquante-
trois paires de bases en amont de la boite
—35 du promoteur dgapl, se trouve une Lors d’'une croissance bactérienne en pré-
boite potentielle de régulation nommeée boite P

Cre (Fig. 2B). CheB. subtilis cette boite est Sence soit de glucose, soit de galactose, les

: - e - . _ARNSs totaux ont été extraits a des temps
le site de fixation de la protéine regulatrlcésorrespondam respectivement au début

CcpA qui conduit & la répression ou a l'acti- _ . _
vation des génes qu'elle contrdle. Cette rég %ggfgnénx_pg’nzg r?ttiglrll e(,Dpf%J(}Osmg; aolf s) édsep ar

lation intervient lorsque la bacterie Northern blot. Des sondes oligonucléoti-

consomme un sucre introduit dans la cel; 3 .

N iques de 26 pb et possédant une tempéra-
lule par un systeme PTS [3, 11,’ 13’. 15,1 ure de fusion similaire (70 °C) nommées
20] comme le glucose. Ce mécanisme dg

. . P apl.l et gapl.2 (Fig. 1), ont été utilisées
regul’a_t|on\a ete decnt. g:hez_ d? nombreus ur visualiser chacun des transcrits.
bactéries a Gram-positif. Ainsi chezlac- . )
tis, I'opéronlas [12] composé des génes Seulgaplest tres fortement transcrit au
codant la phosphofructokinase, la pyruvat&€0Urs de la croissance bacterienne (Fig. 4).
kinase et la lactate déshydrogénase est activ@" illeurs, le niveau de transcription est

par CcpA en présence de glucose tandis qlE)éatiquement identique en debut et en fin
les opérontac[7, 21] etgal [12] sont répri- de phase exponentielle. Une augmentation

més dans ces conditions. Dans les opéroi@é! Niveau de transcription du géne d'un fac-

lac etgal, le site Cre se situe en aval du prol€Ur deux a été mise en évidence entre une

moteur du géne, tandis que pour ropéroﬁroissance en glucose et une croissance en
laset le génackAdeB. subtilis[g], activés J2lactose, sucre non dépendant du systeme

tous les deux par CcpA, la boite Cre se SitliaETS. Ce résultat suggére que la potentielle

en amont du promoteur. La potentielle boit oite _Cr\e de _rég_ulation {ranscriptionnelle,
Cre du géngapldeL. lactis se trouve éga- conduit a l'activation du géne en présence de

; . glucose par I'intermédiaire de la protéine
lement en amont du —35, ce qui suggér h D N
gu’elle puisse étre impliquée dans I’activa-g:gﬁs’/:\'ul;] %ﬁ:gﬁ;ié@ﬂzgféf&ﬂz f:cggne
tion transcriptionnelle du gene par CcpA. IL1403 nous permettra de vérifier cette

Les produits des géngapletgap2de hypothese.

Lactococcus lactil. 1403 présentent 95 %  Le génegap2est au contraire tres fai-
identité entre eux. La construction d’'un arbréblement exprimé quelle que soit la phase de
phylogénétique (Fig. 3) des différentescroissance étudiée et la source de carbone
GapDH disponibles dans les banques monttestée (glucose et galactose). Nous avons
gue ces protéines sont plus proches entadors mené une approche différente pour

2.2. Expression des génemp
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I'analyse de I'expression du géne, en réalieonditions expérimentales, telles que la
sant une fusion transcriptionnelle du prosource de carbone, les carences et les stress.
moteur degap2au gene de la luciférase bac-

térienne de&Vibrio Harveyi(Fig. 5). Il est Les premiers résultats montrent que
ainsi possible de mesurer I'activité dul’expression dgap2est faible et constante
promoteur dgiap2dans un grand nombre deau cours de la croissance. Nous n’avons pas

—— Mycoplasma pneumoniae
L Mycoplasma genitalium

E.coli 3
Yeast 2

Yeast 3

Yeastl
Kluyveromyces lactis

E. coli A (glycolytique)

E. fergusoni 1

S. typhimurium 1

E. coli vulnerisi

Kilebsiella pmeunoniae

E. aerogenes

E. hermanni

Mycobacterium leprae
Mycobacterium tuberculosis
Streptomyces arenae

B. subtilis B (néoglucogénique)
Synechocystis 1
Zymomonas mobilis

E E. blattae
Streptomyces aureofaciens
Thermatoga maritima
Agquifex aeolicus
Thermus aquaficus
B. megaterium

L B. subtilis A (glycolytique)
E.coli B (E4pDH)

Bacteroides fragilis
Synechocystis 2

B. stearothermophilus
B. coagulans

Figure 3. Arbre phylogénétique des gérgapchez les micro-organismes. L'arbre a été construit a
I'aide des programmes « pileup », « distances » et « growtree » sous GCG.

Figure 3. Phylogenetic tree ajap genes from micro-organisms. The tree was constructed with
“pileup”, “distances” et “growtree” GCG programs.
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Figure 4.Northern blot A) et quantification des transcriB)(des génegap Quinze microgrammes

d’ARN totaux ont été séparés sur un gel d’agarose 1 % puis ensuite transférés et fixés sur une mem-
brane de nitrocellulose [17]. Deux sondes oligonucléotiques de 26 mers spécifiques a chaque géne ont
été utilisées pour I'hybridation. L'intensité des bandes révélée au phospho-imager est quantifiée par
le logiciel ImageQuant v3.3 de Molecular Dynamic. Les résultats finaux sont obtenus apres avoir pon-

déré les mesures par les quantités d’ARN 16S.

Figure 4.Northern blot A) et quantification ofjapgenes transcript®]. Fifteen micrograms of total

RNA are laid on 1% agarose gel. RNA are blotted and fixed on nylon membrane [17]. Two 26 mers
oligonucleotic probes are used for hybridisation. Intensity of bands reveals in phospho-imager, are
quantified with ImageQuant v3.3 program of Molecular Dynamics.

déterminé de différences significatives du 2.3. Etudes fonctionnelles des génes

niveau de transcription lors d’une croissance

en glucose, en galactose ou en présence

d’autres sucres non-PTS comme le ribose. Nous avons tenté d’'inactiver chacun des
Un stress par augmentation de la tempérgienesgap par intégration chromosomique
ture ou une carence en sucre ne conduit égd-un plasmide par simple recombinaison
lement pas a I'augmentation du niveau déhomologue dans leur phase ouverte de lec-
transcription (donnée non présentée). ture. Par cette technique, aucun mutant du
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génegapln’a pu étre isolé, quelle que soitdegaplpar le promoteur nisine ne permet
la source de carbone utilisée (glucose, frugpas I'expression correcte de ce géne lors de
tose, galactose et ribose). Au contraire, difta sélection des clones et ceci quelles que
férents clones inactivés pour le gégap2 soient les quantités de nisine ajoutées au
ont été obtenus sans difficulté. Ces résulmilieu.

tats démontrent le caractere essentiel du | 3 comparaison des motifs conservés des
genegapl Pour confirmer ces observations,génegyapdeL. lactisavec ceux identifiés
nous avons mis sous controle d'un promochez les autres organismes [6] et pour
teur inductible (le promoteur nisine), cha-lesquels la fonction biochimique a été carac-
cun de ces genes. Seul le promoteur du gemérisée, montre qugapl, commegap2, Pos-
gap2a pu étre remplaceé par le promoteussédent les signatures des enzymes glycoly-
nisine sur le chromosome. Ces résultatiques et non des GapDH néoglucogéniques
montrent que le remplacement du promoteuou de E4pDH (Fig. 5). Pogap2 seule une

Glycolyse 34 182 190 212

HGYTGD

5 1634222) :

QILDLD.

B. stearothermophilus |NDL. HSYTNDQ

B. subtilis (gapA) NDL. |HSYTNDQ QILDLP. |TSTGA
E. coli (gapA) NDL. HATTATQ KTVDGPS SSTGA
H. pylori (gap2) ND.P |HSYTSDQ KLIDL.A TTTKA

N. gonorrhoeae (gapl) |NDL. HAYTGDQ NTLDAPH NSTGA
N. meningitidis (gapl) |NDL. HAYTGDQ NTLDAPH NSTGA
P. geroginosa (gapl) |NDLG |HAYTADQ RLQDAPH |TTTGA
S. putrefaciens (gapl) |NDPA |HDITNTQ TILDAP. TTTGS
S. typhimurium (gapl) |NDL, |HATTATQ KTVDGPS |SSTGA
V. cholerae (gapl) NDVA |HNLTNTQ TILDAPH TTTGS

E4pDH

E. coli (gapB) NELA |HSAMHDQ QVIDAY. VDTKL
P. aeroginosa (gap2) NDLA |HSAMNDQ PVIDAYH VSTGL
S. putrefaciens (gap2) |NELA |HSAMNDQ QVIDAY. VDTKL
S. typhimurium (gap2) |NELA |HSAMNDQ QVIDAY. |VDTKL
V. cholerae (gap5) NELA |HSSMNDQ QVIDAY. VDTKL
Y. pestis (gap2) NELA |HSSMNDQ PVIDAY. |VDTKL
Néoglucogéneése

B. subtilis (gapB) NAS. |HAYTNDQ KNIDNP. TTTGA
H. pylori (gapl) NS.T |HSYTNDQ NLLDTK. TSTGV
N. gonorrhoeae (ggp2) {(NAS. |HALTNDQ TVTDVR. TKTGA
N. meningiridis (gap2) |NAS. |HALTNDQ TVTDVR. TKTGA

Figure 5. Comparaison des motifs conservés chez les glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénases.
Trois classes ont été définies dans cette classification, les GapDH glycolytiques, les Erythrose-4-

phosphateDH et les GapDH impliquées dans la néoglucogénese.

Figure 5. Comparison between conserved motifs from glyceraldehyde-3-phosphate deshydroge-
nases. This classification defines three class: glycolytic GapDH, Erythrose-4-phosphateDH and

neoglucogenic GapDH.
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serine remplace une tyrosine dans le debiaisé de fagcon comparable au ggapl

nier motif. Cancilla a montré en 1995 [2], Ces données suggérent @m@Apuisse étre
grace a une étude par complémentation fonplus fortement exprimé gernoBet joue ainsi
tionnelle dekE. coli, que le produit du gene un réle majeur dans la glycolyse.

gap2avait une activité glycolytique. Nous

avons également effectué une étude simi- . o N

laire pour confirmer les résultats obtenus 3-2- Etude phylogénétique des genes
par 'analyse de la séquence concernant le eno

role biochimique de Gapl. Le géne a éte Lo .

cloné dans un vecteur sous la dépendance L'arbre phylogénétique (Fig. 6), obtenu
d’un promoteur fort et constitutif. Ce vecteurP@ comparaison des sequences codant les
a été introduit dans le double mutant D812§”0|_5‘5‘95,Ej's_pon'bleS dans les banques,
deE. coli, AgapA,Aepd(gapB: Erythrose- confirme I'éloignement gengthue des éno-
4-phosphateDH) [19]. Ce dernier pousséaS€S ENOA et EnoB. Il révele de plus
uniquement dans un milieu minimum sup4 @ppartenance d’EnoA au groupe des éno-
plémenté de glycérol et de succinate [19§3Ses chromosomiques des streptocogques et
puisque la glycolyse et la néoglucogéneste facon plus générale, des bactéries Gram-
ne sont plus fonctionnelles. Les bactérieBOsitif. Par contre, EnoB est trés proche
transformées sont testées sur des milieukUne enolase détreptococcus thermophi-
nécessitant une activité GapDH glycoly-US portée par un plasmide [13]. Deux
tique ou impliquée dans la néoglucogénésgroupes peuvent ainsi étre distingués : un
cellulaire. Le géngaplest capable, comme Prémier groupe composeé d’EnoA deac-

le génegap2 de complémenter le double fiS et des énolases & pneumoniaeS. pyo-

mutant en restituant un phénotype de croisdeneset Staphylococcus aureugi pre-
sance en LB, LB glucose et milieu mini-Séntent plus de 80 % d'identité entre elles.

mum glucose. Le deuxjéme groupe é.ta_nt composé d’EnoB
et de I'’énolase plasmidique & thermo-
philuspartageant 91 % d'identité. Par contre,
d’'un groupe a l'autre, les séquences parta-
gent moins de 65 % d'identité. Ces résul-
tats suggérent que le gémeoBait pu étre
transféré d’'une souche tactococcus lac-
tis versStreptococcus thermophilusnoA
. , delL. lactisserait ainsi un orthologue des
Les deux genesnodeL. lactisIL1403 = gnojases présentes chez les Gram-positifs
codent des protéines de 433 et 422 acidggngis que l'origine et le role d’EnoB reste
aminés qui possedent 60 % d'identité aveg qéterminer.
les énolases caractérisées chez les autres
micro-organismes. Au contraire des genes
gapletgap?2 les produits des génesone 3.3. Transcription des genegno
possédent que 64 % d’identité entre eux, ce
qui suggere qu’ils ne résultent pas d’'une Les mesures de la transcription des deux
duplication récente d’'un méme géne. LegenesenoAet enoBont été faites par
génesnosont transcrits individuellement en Northern blot (Fig. 7) en utilisant comme
un messager d’environ 1 300 nucléotidessonde un fragment PCR dans une région
L'étude de la séquence a permis de révéleron homologue interne a chacun des génes.
la présence des signaux consensuels d’inénoAest fortement exprimé durant la phase
tiation de la transcription et de la traduc-exponentielle en présence de glucose ou de
tion. L'étude du biais de codons montre quealactose. Le niveau de transcription semble
enoA contrairement @noB est fortement dépendre faiblement de la source de sucre

3. LES GENES CODANT
UNE ENOLASE

3.1. Etude des séquences des gémem
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(facteur 2 a 3 entre le glucose et le galacentre glucose et galactose. Des fusions trans-
tose). Le niveau de transcription du géneriptionnelles au promoteur de chacun des

enoBsemble moins fort que celuigloA génes nous permettront de confirmer pro-

et nous n'avons pas détecté de variationshainement ces résultats.

Yeast 1
Yeast 2

—
L

Human A
Human I

—_
Human G
: Human B

| I

Methanococcus jannaschii
Mpycoplasma genitalium
Mycoplasma pneumoniae

Chlamydia pneumoniae
—_l: Chlamydia trachomatis
Synechocystis

—— E.coli o
L Haemophilus influenzae

Zymomonas mobilis

. Desulfavibrio vulgaris
Agquifex aeolicus

Nitrosomonas europaea
Borrelia burgdorferi

Campylobacter foetus
| Helicobacter pylori

— M. avium
L__ M. tuberculosis
lobacter j

Figure 6. Arbre phylogénétique des génes codant pour des énolases potentielles dans les trois regnes
(Procaryotes, Eucaryotes et Archae) obtenu par la méme méthode que celui de la figure 3.

Figure 6. Phylogenetic tree of putative enolase genes from the three kingdoms (Prokaryotes, Eukary-
otes and Archae) obtained with the same method as Figure 3.
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MCD GLUCOSE MCD GALACTOSE
enoA
0.2 0.8 0.2 0.8
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6.0E+03
4,0E+03 -
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— 00E+00
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1,0F+05
EME=04
6,0E+04

4 0E+04

2,0E+04
00E+00 +—E
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Figure 7. Analyse de la transcription des geeaeAetenoBchezL. lactispar Northern blot. La méme
méthode que la figure 4 a été utilisée. Les membranes ont été hybridées avec une sonde PCR de
700 pb internes aux genes.

Figure 7. Analysis ofenoAandenoBtranscription froni. lactisby Northern blot. The same method
as Figure 4 has been used. Membranes are hybridized with 700 bp PCR internal probes.

3.4. Premiers éléments d’'une étude ixation du magnésium nécessaires a la
fonctionnelle conversion du phosphoenol pyruvate en
pyruvate, sont conservés dans EnoA comme
Les deux géneeno sont exprimés dans EnoB. Les premiéres tent{:\tives d’inter-\
ruption des deux genes suggerent quant a

ensemble lors de la croissance ceIIuIalree”eS’ comme pour les géngap, qu'une

ggﬁq Cgrzggﬁr&glsuﬁqostﬁsogoﬁge%?,?g(%sie' Iéfsule des deux énolased.déactis EnoA,
P 9. gt essentielle a la glycolyse.

entre les différentes énolases caractérisée
montre que EnoA et EnoB de lactisont
toutes les deux, les domaines conservés et

les signatures protéiques caractéristiques 4- CONCLUSION

des énolases glycolytiques. En particulier,

I'histidine (acide aminé 154, 155 ou 157) Nous avons caractérisé deux enzymes de
correspondant au site actif, les aspartatds glycolyse, chacune potentiellement codée
(241 ou 244 et 312 ou 314) ainsi que le glupar deux génes chezlactisIL1403. L'étude
tamate (285 ou 287) impliqués dans ldranscriptionnelle et fonctionnelle de ces



154 4157

L.lactisA VPSGASTG |GANAILGVSI IINGGEHbDA VGDEGGFAPK |LIKVNQIGTLTETF SGETEDSTISDIAVATNAGQIKTG
L lactisB VPSGASTG |GANAILGVSM VINGGVHhDS VGDEGGFAPK |LIKLNQIGTVTEAI SGETVDSYIADFAVAMHAGQIKTG
S.thermophilus |VPSGASTG |GANAILGVSM VINGGVHhDS VGDEGGFAPK |LIKLNQIGTVTETI SGETVDSYIADFSVAMHAGQIKSG
S.pneumoniae VPSGASTG |GANAILGVSI IINGGSHEDA VGDEGGFAPR |LIKVNQIGTLTETF SGETEDSTIADIAVATNAGQIKTG
S.pyogenes VPSGASTG |GANAILGVSI IINGGEHBDA VGDEGGFAPK |LIKVNQIGTLTETF SGETEDSTIADIAVATNAGQIKTG
E.coli APSGASTG |GANAILAVSL IINGGHH@DN VGDEGGYAPN |LIKFNQIGSLTETL SGETEDATIADLAVGTAAGQIKTG
S.aureus VPSGASTG |GANAILGVSI IVNGGﬂHhSD VGDEGGFAPK |LIKVNQIGTLTETF SGETEDSTIADIAVATNAGQIKTG
M. tuberculosis |VPSGASTG |GGNAILGVSL ILNGGAHPDT LGDEGGFAPD |LVKVNQIGTLTETL SGETEDTMIADLAVAIGSGQIKTG
B.subtilis VPSGASTG |GANAILGVSM IVNGGEHPDN VGDEGGFAPN |LIKVNQIGTLTETF SGETEDTTIADIAVATNAGQIKTG
yeast2 VPSGASTG |GANAILGVSM VLNGGSHPGG VGDEGGVAPN |LLKVNQIGTLSESI SGETEDTFIADLVVGLRTGQIKTG
human A VPSGASTG |GANAILGVSL VINGGEHhGN VGDEGGFAPN |LLKVNQIGSVTESL SGETEDTFIADLVVGLCTGQIKTG

Figure 8. Comparaisons des motifs conservés chez les énolases fonctionnelles.
Figure 8. Comparison of conserved motifs in functional enolases.
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génes a permis de montrer duéactisétait
différente des bactéries modéles comme
E. coliouB. subtilis En effet, la présence de [1]
deux génes codant des enzymes homologues
avec des GapDH a été mis en évidence chez
de nombreuses autres bactéries, mais pourjig
plupart d’entre elles, les activités enzyma-
tiques correspondantes sont différentes. Chez
L. lactisIL1403, les genegapletgap2
codent pour des GapDH glycolytiques, maigs
dans les conditions de croissance testées en
laboratoire, seudaplest fortement transcrit
quelle que soit la source de carbone consom-
mée par la bactérie. Par contre, I'expression
du génagap2semble étre cryptique dans cette
sous-espéce de lactocoques, de fagcon sini#
laire & l'opérorbgl décrit chez. coli[18].

Les conditions naturelles ajap2serait
exprimé restent a déterminer.

Les protéines codées par les géees [
possedent les caractéristiques d’enzymes
impliquées dans la glycolyse. Les génes so
transcrits ensemble pendant la phase expo-
nentielle de croissance et leur taux de trans-
cription semble relativement différent. La
présence de deux copies de ce géne est né@r
moins tout a fait surprenante dans le régn
microbien. En effet,. lactisest jusqu’a pré-
sent la seule bactérie possédant deux genes
codant des énolases. Il est intéressant de
noter queSaccharomyces cerevisiges- (8l
sede également deux énolases. Ces deux
organismes ont un métabolisme fermentaire
trés actif qui pourrait nécessiter la présenci]
de deux enzymes, principalement afin d’'évi-
ter une limitation lors d'un flux glycoly-

) . A 0]
tigue intense. Une autre hypothése seralt
d’'assurer les fonctions de la voie dans des
conditions spécifiques comme par exemple,
en fin de fermentation.

Ces deux duplications de génes glycolyfi1]
tigues pourraient étre le résultat d'une adap-
tation delLactococcus lactiggrobablement
par différents mécanismes. En effet, danﬁZ]
I'état actuel de nos connaissances, I'hypo-
thése la plus probable est qyap2serait le
résultat d’'un duplication relativement
récente, alors gqehoBpourrait provenir
d’'un transfert de géne.

E. Jamet et al.
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