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PLASMIDE CRYPTIQUE DE LACTOBACILLUS CASEI
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Résumé

Les bactéries isolées de la flore du lait cru local restent trés peu connues quant a leurs potentialités
et performances génétiques. L’intérét des différentes propriétés biologiques portées par les plasmides de
ces bactéries intéresse de nombreux laboratoires de recherche. Les techniques d’extraction et de
purification nous ont permis de détecter un plasmide de 5,3 Kb chez Lactobacillus casei, bactérie isolée
du lait de vache.

Ce plasmide appelé pSU100 a été cloné dans le vecteur de transformation pUC18 au site EcoRI
chez E. coli IM103. Les profils électrophorétiques de restriction obtenus par des digestions simples,
doubles et triples sous I’action de 33 endonucléases, ont contribu¢ a 1’élaboration d’une carte de
restriction de ce plasmide. Cinq sites uniques ont été identifiés, ainsi que d’autres sites doubles et
multiples. Une étude préliminaire du réle physiologique de ce plasmide a permis de déceler une
résistance a la kanamycine.

Mots clés: Lactobacillus
restriction.
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Abstract

Lactic acid bacteria isolated from local raw cow’s milk are still not well known about their
potentialities and genetic performances. Many research group are interested by the different biologicals
properties carried by plasmids of these bacteria. Extraction and purification of a 5,3 Kb cryptic plasmid
was established in Lactobacillus casei.

This plasmid, designed pSU100, has been cloned in the vector of transformation pUC18 localized in
the EcoRlI site of E. coli IM103. Electrophoretic properties of restriction which has been obtained by
simple, double and treple digestions with 33 endonucleases, those digestions permitted the construction
of a restriction map of this plasmid. Five single sites have been identified, as well as double and many
other sites. A preliminary examination of the physiological properties permitted to identify an antibiotic
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resistance for Kanamycine.
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es bactéries lactiques ont une importance industrielle considérable.

Elles sont utilisées dans la fabrication des levains, dans la
conservation des aliments ainsi que dans 1’¢laboration des probiotiques
[30, 37, 31, 7]. Leur role dans le secteur agro-alimentaire n’est plus a
démontrer, car elles interviennent largement dans les différents processus
de fermentation des produits alimentaires. L’étude approfondie des
souches lactiques locales, possédant de bonnes potentialités génétiques
d’adaptation, peut nous conduire a proposer a terme des cultures
«startersy pour I’industrie laiticre.

La caractérisation phénotypique et génotypique des souches isolées
demeure indispensable afin de sélectionner des levains stables et
performants [33], comme elles peuvent étre utilisées a 1’avenir comme
vecteur de molécules thérapeutiques [6, 13].

Les bactéries lactiques et notamment les lactobacilles contiennent
généralement des plasmides codant pour des propriétés biologiques
importantes telles que [’utilisation du lactose, le transport du citrate,
I’activité protéolytique, la résistance aux antibiotiques. De nombreux
efforts sont concentrés sur la construction de souches de bactéries
lactiques résistantes aux bactériophages [23, 17, 21, 22, 2, 1]. Par ailleurs,
Cuozzo et al, [8], ont mis en évidence la Lactocine 705, bactériocine
produite par Lactobacillus casei.

Actuellement, les préoccupations de nombreux chercheurs sont
consacrées a la mise au point de vecteurs de clonage et en particulier de
vecteurs navette; ces derniers sont devenus un moyen d’investigation
important dans la recherche en biologie moléculaire [42, 47]. Les
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plasmides interviennent effectivement dans les différentes
étapes de clonage, séquengage, expression et autres
manipulations génétiques [44, 3, 34, 47, 38].

Un certain nombre de plasmides isolés de Lactobacillus
casei ont été clonés chez Escherichia coli et Bacillus
subtilis en utilisant les plasmides pBR322, pUCIS, et
pACY 184 comme vecteurs de transformation [4, 40].

Le présent travail s’intéresse a la caractérisation d’un
¢lément génétique extrachromosomique cryptique de
Lactobacillus  casei, espéce industrielle a caractére
probiotique utilisée dans les laits fermentés tel que Actimel
de Danone. Elle peut étre utilisée dans 1’¢laboration de
vaccins oraux contre 1’anthrax [49] ou le tétanos [27].

MATERIELS ET METHODES

Souches bactériennes, plasmides conditions
et de culture

Lactobacillus casei 11-8 provient de la collection du
Laboratoire de Biologie Moléculaire de 1’Université Es-
sénia, Oran, Algérie. Cette souche a été isolée localement a
partir du lait de vache. La confirmation de son
identification ainsi que sa caractérisation ont été réalisées
au Laboratoire de Microbiologie de 1’Université Louis
Pasteur, Strasbourg, France.

Le milieu MRS (De Man et al., [10]) a été utilisé pour le
maintien et la croissance de Lb. casei a 37°C. La glycine a
4% est additionnée au milieu MRS liquide dans les
expériences d’extraction massive de plasmides [45].

Escherichia coli IM103 (Laboratoire de Microbiologie
de I’Université Louis Pasteur, Strasbourg, France) a été
utilisée comme souche réceptrice dans les manipulations de
transformation. Le vecteur de clonage utilisé appartient a la
série pUC [46]. Une gamme de 33 enzymes de restriction a
été testée dans les différentes digestions simples, doubles et
triples de I’ADN plasmidique.

E. coli est ensemencée sur milieu LB (lactose broth)
complet et maintenue en milieu minimal M9 a 37°C [29].
L’obtention de clones recombinés de cette souche nécessite
un milieu sélectif, LB solide en présence d’ampicilline,
supplémenté de I’X-Gal et de 'IPTG [18].

Les expériences et le matériel concernant la détection,
I’extraction, la purification, le clonage et la transformation,
ainsi que la digestion de I’ADN plasmidique ont été
réalisées au sein du Laboratoire indiqué ci-dessus.

Le plasmide pSU101 a été construit selon la procédure
suivante: le plasmide pSU100 (5,3 Kb) a été isolé et purifié
de Lb. Casei. Le vecteur de clonage utilisé est le pUCI8
(2,7 Kb) codant pour une résistance a 1’ampicilline (Amp").
Ces deux plasmides ont été digérés par 1’endonucléase
EcoRl, puis ligués par I’ADN ligase du phage T4. Un
plasmide recombiné de 8 Kb a été obtenu.

Détection et extraction de plasmides

Les microextractions et les détections de plasmides chez
Lb. casei ont ¢été réalisées selon la méthode de
Klaenhammer [23]. Le culot de 10 ml d’une culture de 18 h
a subi un traitement au lysozyme (75 pl a 1mg/ml), puis
une lyse alcaline a pH12,2. Ce mélange est neutralisé par
une solution de Tris-HC1 2M a pH7. La déprotéinisation est
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conduite avec du phénol saturé en solution de NaCl a 3%.
Chloroforme et alcool isoamylique sont utilisés pour la
séparation des phases. 2,5 ml d’éthanol froid (95%) est
utilisé pour la précipitation de I’ADN qui est obtenu en
culot aprés une derniére centrifugation.

L’extraction massive de plasmides a partir de 250ml de
culture MRS de Lb. casei a été réalisée selon la procédure
de Vanderslice et al. [45]. Cette méthode a été modifiée
comme suit: a 1,25ml de lysozyme (30 mg/ml dans du Tris-
HCI 20 mM, pHS), a été additionné 60 pl de mutanolysine
(1 mg/ml). Ce mélange est incubé a 37°C pendant 1 heure,
et le culot récupéré aprés une centrifugation (15000 g, 15
mn.), est resuspendu dans 6,5 ml d’une solution tris
100mM, EDTA 10mM (pH 8,5), auquel on rajoute 600 pl
de sarkosyl a 10% et 100 pl de SDS a 10%.

L’extraction rapide de plasmides chez E. coli a été
réalisée selon la méthode de Holmes et Quigley [17]. A
partir d'une culture agitée (10 ml) en milieu LB, le culot
bactérien obtenu est resuspendu dans 350 pl de tampon
STET (saccharose 8%, triton X-100 5%, EDTA 50mM
pHS, Tris-HCI S0mM pH 8). 30 ul de lysozyme (10 mg/ml)
sont ajoutés au mélange. Aprés incubation (1 h, 37°C) et
centrifugation, le surnageant est traité par 1’isopropanol a
—20°C. Le culot est repris dans 1 ml d’éther éthylique;
I’ADN plasmidique est obtenu aprés une derniére
centrifugation (12000 g, 10 mn.).

L’extraction massive de plasmides chez E. coli est
obtenu a partir de 250 ml de culture en milieu LB a 37°C
selon la méthode de Clewell et Helinsky [5]. Apres
traitement au lysozyme dans une solution de Tris,
saccharose, EDTA et «triton mixture», on préléve 5 ml du
lysat clair obtenu aprés centrifugation; on ajoute a ce
dernier 5g de CsCl et 500ul de bromure d’éthidium a
10mg/ml. Le mélange est soumis a une ultracentrifugation
(55000g, 14 heures), dans un rotor Vti 65 (Centrikon).

Purification du plasmide pSU 100 a partir d’un
gel d’agarose

L’ADN plasmidique est soumis a une électrophorése sur
gel d’agarose a 0,8%, dans (89 mM Tris, 2 mM EDTA, 89
mM acide borique pH 8) contenant du bromure d’éthidium
araison de 1pg /ml.

On découpe sous éclairage ultraviolet, le fragment
d’agarose contenant la bande d’ADN plasmidique localisée
a 2,8 Kb (Figure 1). Ce poids moléculaire est estimé selon
la méthode standard de Meyers ef al., [32]. Une extraction
phénolique suivie d’une précipitation alcoolique permet
d’obtenir le plasmide purifié [20].

Clonage du plasmide pSU100 au site EcoRlI
du pUC18

Les plasmides pSU100 et pUC18 sont linéarisés sous
I’action de 1’enzyme de restriction EcoRI selon le protocole
suivant: 1 ug d’ADN est digéré par 0,1 unité d’enzyme en
présence de tampon adéquat pendant deux heures a 37°C
(Figure 2). Le mélange est soumis a une extraction
phénolique suivie d’une précipitation alcoolique. La
ligation a été réalisée sur les ADN obtenus. Ils sont
traités par la DNA ligase du phage T4 pendant une
nuit a température ambiante .
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Figure 1: Profil de restriction de pSU100 et pUC18 digéré par
EcoRI. A: A Hindlll, B: pUC18 natif, C: pUC18 digéré, D et F:
pSU100 digéré, E: pSU100 natif.
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Figure 2: Profil de restriction de pSU101 et pUC18 aprés double
digestion. A: A HindlIl, B: pSU101 natif, C: pSU101 digéré par
Hpal et Pstl, D: pUCI18 digéré par Hpal et Pstl, E: pSU101 digéré
par Bg/ll et Pstl, F: pUCI18 digéré par Bg/ll et Pstl, G: pSU101
digéré par Hpal et Bglll, H: pUC18 digéré par Hpal et Bglll, I:
pSU101 digéré par EcoRI, J: pUCI18 digéré par EcoRI, K: pUC18
natif.

Transformation d’Escherichia coli et sélection
des clones recombinés

Les cellules compétentes d'E. coli IM-103 sont utilisées
pour la transformation selon la méthode de Mandel et Higa
[28]. Le milieu sélectif comprend le milieu LB complet
additionné de 50 pg/ml d’ampicilline, de 40 pl d’IPTG (24
mg/ml) et de 40 ul d’X-Gal (20 mg/ml). Ce milieu permet
la sélection par la couleur des clones recombinés. L’ADN
plasmidique des clones retenus est extrait selon la méthode
de Holmes et Quigley [18]; il est ensuite digéré par EcoRlI,
puis soumis a une ¢lectrophorese sur gel d’agarose a 0,7%.
La taille des fragments d’ADN obtenus est déterminée en
utilisant comme marqueur de poids moléculaire I’ADN du
phage lambda digéré par Hind III.

Cartographie de
pSU100

La recherche et la mise en évidence des différents sites
sont réalisées sous 1’action d’endonucléases spécifiques
dans les tampons décrits selon les procédures standards [29]
ou dans des conditions indiquées par les fournisseurs. Ces
démarches expérimentales ont nécessité des digestions
simples et mixtes pendant deux heures a 37°C.

33 enzymes de restriction ont été utilisés et se
présentent comme suit: EcoRIl, Xhol, Smal, Sall, Mstl,
Pvul, Rsal, Haelll, Hindll, Pvull, Clal, Accl, BstEIl, Sacl,
Bglll, Xholl, Aval, Sau3a, Kpnl, Avall, Apal, BamHI,
Hgial, Psfl, Alul, Dral, Hindlll, Xbal, Sphl, Spel, Hpal,
Ddel, Hgal.

restriction du plasmide

Profil d’antibiorésistance de Lb. casei et des
clones sélectionnés

Le comportement des différentes souches bactériennes
vis-a-vis des antibiotiques a été¢ étudiée en réalisant des
antibiogrammes en milieux solides, milieu MRS pour Lb.
casei, milieu LB pour E. coli et les transformants obtenus.

RESULTATS

Identification des plasmides et localisation
des sites

L’extraction de plasmides a permis de mettre en
évidence I’ADN plasmidique dont la distribution s’est faite
par migration de quatre bandes de 2,8 Kb; 9 Kb; 23,7 Kb; et
de 50 Kb.

La bande d’ADN natif localisée a 2,8 Kb (plasmide
pSU100) a été prélevée a partir du gel de migration,
purifiée et digérée en méme temps que le plasmide vecteur
pUCI18 par I’enzyme EcoRI. (Figure 1). Ces plasmides sont
linéarisés et possédent un poids moléculaire de 5,3 Kb pour
le plasmide pSU100 et 2,7 Kb pour le vecteur pUC1 8.

Clonage du plasmide pSU100 et sélection des
clones

Les travaux de clonage des plasmides pSU100 et du
pUC18, de la transformation de la souche réceptrice d’E.
coli, ainsi que de la digestion par I’endonucléase EcoRI ont
permis de caractériser et d’identifier trois types de
recombinants. L’analyse du profil électrophorétique de
restriction montre trois cas de figures selon la taille du
fragment inséré: le vecteur pUCI18 et le fragment de 0,5 Kb:
(Plasmide pSU98); le vecteur pUCI18 et le fragment de 4,8
Kb: (Plasmide pSU99); le vecteur pUCI18 et le fragment de
5.3 Kb (Plasmide pSUI101). Ces trois types de clones
recombinés ont été appelés successivement, transformants:
Tf.25, Tf.28 et Tf.29.

Carte de restriction du pSU100

L’étude de la répartition de I’ensemble de ces fragments
d’ADN montre qu’il existe au moins deux sites de
restriction EcoRI dans le plasmide pSU100.

Connaissant les sites de restriction du «polylinker» du
pUCI1S, il est aisé¢ de rechercher et d’identifier les sites
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existants au niveau du plasmide pSU100. Toutes les
digestions se sont réalisées simultanément sur le vecteur
pUCI1S8 pris comme témoin et sur le plasmide pSU101.

L’analyse des fragments d’ADN a montré que la
digestion par I’enzyme Xbal donne naissance a deux bandes
dont la somme des poids moléculaires est de 8 Kb pour le
pSU101. L’un des sites Xbal se trouve dans les séquences
du pUCIS, le second site Xbal est unique et se trouve dans
le pSU100. Les enzymes Aval, Clal et Spel ne modifient
pas la conformation du plasmide pSU101. Les enzymes
BamHI et Avall donnent naissance a une seule bande
d’ADN de 8 Kb, ces sites sont localisés dans le pUC18. La
digestion par I’enzyme Hindll entraine la formation de cinq
bandes de restriction. Ceci indique que quatre sites de ce
dernier sont localisés dans le pSU100, le cinquiéme se situe
sur le pUCI18.

L’étude du profil de restriction a montré que la
digestion du plasmide pSU101 par les enzymes Bgl/Il et
Hpal conduit a 1’apparition d’une seule bande de 8 Kb;
I’action de leur double digestion indique la présence de
deux bandes d’ADN dont la somme est de 8 Kb. Ces deux
sites sont localisés sur le pSUL00 et sont uniques. Les
enzymes Hpal et Bglll sont incapables de digérer le vecteur
pUCIS.

Deux autres sites uniques ont été identifiés dans le
plasmide pSU100 apres digestion simple par les enzymes
de restriction BsfEIl et Hgal. L’analyse du profil obtenu
montre la présence d’une bande unique localisée a 8 Kb
suite a I’action de BstEIl. La digestion par Hgal montre la
présence d’une bande importante a 8§ Kb ainsi que d’autres
fragments aux mémes positions observées pour le plasmide
natif pSU101. Ceci indique que la digestion n’est pas totale.
La présence de ce site sera confirmée par des doubles
digestions.

La localisation relative des sites les uns par rapport aux
autres est effectuée par analyse des différents poids
moléculaires de fragments obtenus aprés double et triple
digestion du plasmide pSU101. Connaissant la position
exacte des sites au niveau du «polylinker» du pUCIS, les
doubles digestions enzymatiques spécifiques agissant en
paralléle sur les différents sites identifiés du pSU100 et
ceux du pUC18 nous ont permis d’aboutir aux données qui
se résument dans le tableau I.

Les résultats fort intéressants obtenus dans les différents
électrophorégrammes, (Figures 2 et 3) puis traduits en poids
moléculaire de chaque fragment d’ADN obtenu nous ont
orienté¢ a localiser les différents sites de restriction et a
établir la cartographie du plasmide pSU100, (Figure 4).
L’analyse suivante donne quelques renseignements
importants qui permettent de vérifier la position de chaque
site unique.

Le site BstEIl du pSU100 est situé¢ a 0,89 Kb du site
Pstl du pUCIS.

Le site Bg/II du pSU100 est situé a 0,46 Kb du site Psfl
du Pucl18 (Figures 2 et 3, canaux E et C).

Le site Bg/ll du pSUI100 est situé a 0,41 Kb du site
EcoRI du pUC18 (Figure 3, canal D).

Le site Bg/II du pSU100 est situé a 0,44 Kb du site Xbal
du pUC1S8.

Le site Hpal du pSU100 est diamétralement opposé au

site Pstl du pUC18 (Figure 2, canal C).

Les sites Hpal et Bglll du pSU100 sont diamétralement
opposés (Figure 2, canal G).

Le site Xbal du pSU100 est diamétralement opposé au
site Xbal du pUCIS.

Les doubles digestions Hgal/Avall, Hgal/BstEIl et
Hpal/Avall permettent la localisation du site Hgal.
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Figure 3: Profil de restriction de pSU101 et pUCI18 aprés simple
et double digestion. A: A HindIll, B: pSU101 natif, C: pSU101
digéré par Pstl/Bglll, D: pSU101 digéré par EcoRI/Bgill, E:
pSU101 digéré par Hindlll, F pUCI18 digéré par Hindlll, G:
pUC18 natif.

(2.7 Kb)

(5.3Kh)

Xbal
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Fco RI

Plasmide pSU 101
construit & panir du plasmide pSU 100 isolé de la souche L1-8 de Lactobacillus casei

Figure 4: Cartographie de pSU101 construit a partir du plasmide
pSU100 de Lactobacillus casei et du plasmide vecteur pUC18.
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Taille des fragments de restriction PM (Kb)

par le]sjcieiiis(iﬁ?csléases Localisation des sites "{I(éi)a)l

Hpal, Bglll (fig.1) | Xbal, (fig.2) | BstEIl, Hgal (fig.3)
Pstl/Hpal 4,60et3,50 |- - - 7,90
Pstl/Bglll 7,30 et 0,40 | - - 7,70
Hpal/Bglll 3,70 et 4,20- | - - - 7,90
EcoRI 4,60;2.70 et 0,50 |- - - - - 7,80
Hpal/Xbal - - - 13.85;3.10 et 1,05 -- - 8,00
Bglll/Xbal - - - 14,20; 3,40 et 0,44 - - 8,04
Hpal/Avall - - - 6,40 et 1,60 - - 8,00
BstEIl/Pstl - - - - - 6.90 et 0,89 7,79
BstEIl/Avall - - - - - 6,10 et 1,90 8,00
Hgal/Avall 6,20 et 1,70 7,90
BstEll/Hgal 4,10 et 3,75 7,85
Pstl/Avall (pSU101) 6,90 et 1,00 7,90
Pstl/Avall/BstEII (pSU101 5,90; 1,00 et 0,98 | 7,88
Pstl/Avall/BstEIl (pUCIS) | - - -k - 1,50 et 1,00 2,50
Pstl/Avall (pUCI8) - - -k 1,50 et 1,00 2,50

Tableau I: Estimation des poids moléculaires des fragments d’ADN obtenus apres digestion du
pSU101 (marqueur de taille A HindIII).

o Souches bactériennes
Antibiotiques L1-8 Tf29 Tf28 T25 pUCIS IMI03
Tétracycline (Tet) 30 UI TetS  TetS  TetS  TetS  TetS  Tetd
Chlortétracycline (Ct) our | s s o s o s
Acide Nalidixique (Na) 30 ug | Nak  NaR  Na® Na® Na® Na*
Rifampicine (Ra)  30pg | Ra® Ra® Ra® Ra5 Ra® RaS
Triméthyl,+ Sulfate (ST) 125ug+275 | S® SR S5 &8 S5 S5
Ampicilline (Amp) _____ 10pg | Amp®__Amp® _Amp*__Amp® _Amp*__ AmpS_
Chloramphénicol (Cp) 30 ug CpS CpS Cpd Cp® CpS  Cp
Kanamycine (Ka) ~ 30UI | Ka®  Kaf Ka$ Ka5 Ka° Ka |
Acide fusidique (FA) 10 ug FAR  FAR  FAR FAR FAR  FAS

Tableau II: Profil d’antibiorésistance chez Lb. casei (L1-8), E. coli JIM103, pUCI1S8 et les
transformants obtenus. Légende : S = sensible, R = résistant

Profil d’antibiorésistance

Des travaux  similaires
menés par Leer et al. [26] ont
permis 1’obtention de dérivés a
partir de plasmides de 2,4 Kb
chez Lactobacillus pentosus et
de 1,9Kb chez Lactobacillus
platarum.

Le plasmide pSUI101 a fait
I’objet de travaux d’extraction,
de purification, de clonage, de
transformation et de digestion
par différentes endonucléase, et
ce dans le but d’établir sa
cartographie.

La carte de restriction de ce
plasmide a révélé la présence
de 5 sites de restriction uniques
(Xbal, Bglll, BstEll, Hpal, et
Hgal), 2 sites EcoRI (Figure 2,
canal I), 2 sites HindIIl (Figure
3, canal E), 4 sites Hindll et
d’autres sites multiples coupant
dans des séquences tétra-
nucléotidiques  (Rsal, Alul,
Dral, et Tagl) ainsi que dans
des séquences hexa-
nucléotidiques  (Pvull). Un
plasmide recombinant pBN183
a été obtenu par Solaiman et al.
[41] a partir du plasmide
pBN128 de Streptococcus
thermophilus et le vecteur
pBR322 au site BamHI1 et
cloné chez E. coli.

Dans certains des résultats
obtenus, les différentes
coupures réalisées montrent
une perte éventuelle de petites
séquences nucléotidiques. Il se
peut par ailleurs que le clonage
aux sites EcoRI ait pu entralner
la perte de petits fragments
d’ADN. Nous suggérons donc
le clonage du pSU100 dans le
vecteur pUC18 en un autre site
de restriction unique tel que
Xbal par exemple. Nous
pourrions en effet montrer si la

L’antibiogramme réalisé sur le lactobacille étudié, les  totalit¢ des fragments nucléotidiques ont été clonés et
souches témoins (JM103 et pUC18) et les dérivés obtenus  vérifier ainsi la conformité de la cartographie déja établie
se résume dans le tableau 2. L’analyse de ce dernier nous du pSU100. Les travaux de Yamamoto et Takano [48] sur
permet de révéler que la résistance a ’acide nalidixique, la  la cartographie du plasmide pCP53 (2Kb) de Lactobacillus
triméthyl sulfate et la kanamycine est associée au fragment  helveticus, aprés obtention d’un plasmide recombinant
de 5.3 Kb intégré dans le pUCI18. pCP53D (4,7Kb) a été réalisé et la présence de la résistance

a la tétracycline médié par ce plasmide a été démontré. Par

DISCUSSION

ailleurs, d’autres chercheurs [14] ont pu identifié 4 sites

Le clonage du plasmide pSU100 de 5.3 Kb isolé de Lb. uniques sur le plasmide pRV300 isol¢ de Lactobacillus

casei dans le vecteur pUC18 a permis d’identifier 3 types  casei.

de plasmides recombinants : pSU98 (2.7 Kb + 0.5 Kb), L’étude du réle physiologique de ce plasmide a montré
pSU99 (2.7 Kb +4.8 Kb) et pSU101 (2.7Kb+5.3 Kb).  une résistance a la kanamycine, a I’acide nalidixique et au
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triméthyl sulfate (Tableau 2). Par ailleurs ce role reste en
grande partie a déterminer par des expériences de
transformation [36, 47], d’expression codant pour
différentes activités métaboliques [3, 11, 40], de résistance
aux bactériophages [16, 12], de production de bactériocines
[24]. L’¢étude de la structure du plasmide pSU100 serait tres
intéressante a réaliser par le séquengage du fragment de 0.5
Kb du pSU98 et du fragment 4.8 Kb du plasmide pSU99 et
rechercher par la méme occasion les fonctions que
pourraient déterminer ces deux séquences. Des travaux sur
les plasmides chez Lactobacillus  helveticus et
Streptococcus thermophilus ont permis de caractériser leur
structure et leur séquengage [34, 44]. Le plasmide pSU100
et ses dérivés peuvent étre utilisés a terme comme vecteur
homologue de clonage en particulier pour transformer des
souches lactiques. Certains plasmides pouvant s’exprimer
chez d’autres souches lactiques tel que le plasmide
pLEB6000 de Lactobacillus casei ont été récemment
construits [43]. Le géne codant pour la L(+)-lactate
dehydrogenase de Lactobacillus casei a été cloné chez
Saccharomyces cerevisiae [9]. De nouveaux plasmides a
spectre large ont été construits [35]; ils contiennent le géne
lacZ-T1T2.
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