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A(l). Contexte et justificatif

A la lumidre des problimes croissants de pénurie de carburaat et des
gaspillages occasionnés par som recyclage il est nécessair: d’&tablir une
utilisation et une convirsion efficaces de ressources €nergétiques renouve-
lables (comme des matidres cellulosiques et des déchets) en carburants liqui-
des.Cette procédure nous permettra dz remplacer,partiellement du moins,
notre besoin de quantités croissantes d'une matig_e non renouvelable coumme

le pétrole dont 1'offre s'épuise.

L'apport du sénie génétique dans la solution de ce probléme mondial
est sssentiel. Il repésente en effet un vaste ensemble de disciplines
parmi lesquelles on notera la biochimie,la microbiologie, la génétique
et la technologie de 1'ADN recombinant.

1. Matidres cellulosiques.La cellulose et 1'hémicellulose sont les

ressources renouvelables lee vlus abondantes de la nature. Avec la
lignine ces preduits constituent prés de 952 du poids sec de déchets
des plantes. La production mondiale de déchets cellulosiques excide
quatre milliards de tonnes par an (1). Si les matidres cellulosiques
peuvent étre efficacement transformées en &thanol, une gigantesque source
de combustible liquide sera disponible. Du point de vue technique, le
processus est relativement simple; hydrolyse de cellulose en glucose

et transformation subséquente en &thanol. Ce proc&dé fut utilisé

pour la premilre fois 2 grande &chelle pour la production d'é&thanol

au cours de la premi2re guerre mondiale et pendant la deuxilme guerre
mondiale, il fut ensuite amélioré dans 1'immédiat aprés-guerre.

En raison du taible rendement du proc&d& et les problémas de cor-
rosion dis 3 1'acide catalyseur utilisé pour scinder les matiires
cellulosiques, le procédé n'était pas tris rentable du point de

vue &conomique par rapport aux autres méthodes de production de
carburant 3 partir de pétrole. Cependant, la crise de 1'énergie toute
récente et 1'Epuisement rapide des réserves de pétrole,conjointement au
développement de 1'hydrolyse enzymatique microbiemme de 1la cellulose

a graduellement inversé cette situation.Crice 3 1'application du génie
génétique et de la biotechnologie on peut espérer que la transformation
de matidres cellulosiques en &thanol deviendra &conomiquement ren:abic.




2. Cellulases.les principaux composants des cellulases furent isolés 2

partir de filtrats de cultures de nombreux orginismes corme Trichoderma

reesei, le systime le mieux &tudi&. Grice 3 1'utilisation de procédés

chromatographiques, les cellulases ont &té purififes jusqu'd 1'homogéné-

it& (2). Celles-ci comptent:

(2) l,b-@ -glucano glucanohydrolase (&galement connu sous le nom d'endo-
glucanase), CMCage- transforme la cellulose amorphe en fibres
libres.

(b) l,A-P-glucan cellobiohydrolase (&galement connue scus le rom d'exo-
glucomase,exocellulase,avicellase) - transforme du pspier filtre ou
avicelle en cellulose par un mode d'attaque terminal.Il s'agit d'ume

enzyme décr’.tallysante . La cellobiose est un inhibiteur intéressant.

(c) P-glucosidue (également comnue sous le nom de cellobiase)-
transforme la cellobiose (aussi possible avec la cellotriose et la
cellotetrose) en glucose.Le glucose agit comme inhibiteur non
concurrent. Haute inhibition de substrat apparente 3 de trids hauts
degrés de concentratioa de substrats. C'sst la moins stalle des trois
cellulases et est celle qui se trouve en plus faibles quantités dans
T. reesei.

3. Micro-organismes cellulolytiques, De nombreux micro-organismes contien-

nent des cellulases. Un certain nombre d'entre-eux ont &té &tudiés

récemment (3):

(a) bactéries
Cellfibro fulvus,cellvibro vulgaris :-aérobie - mésophile;
Cellulomonas - aérobie - mésophile;
Pseudomonas fluorescens - aérobie- mésophile;

Clostridium thermocellulaseum - anaérobie -thermophile.

(b) Actimomycdtes (aérobies)
Streptomycés (MB814
Thermoactinomycdte; thermomonospora curvata

Thermomonospora fusca

(e) Fongus (aérobies)
Aspergillus niger

- Trametes sanguinea;Poria; Pestalotiopsis westerdijkii




Penicilliue iriensis Q9624 ;Penicilliw funiculosum;
Polyporus versicola;Polyporum tulipiferae;

Fusarium solani; sporotrichum pulverulentum Q49145
Trichoderma reesei (viride)

Trichoderma lignorium; Tricoderma koniugii

Thermoas~us aurantiacus QM9383

Etant donné que la biomasse se compose de prés de 45 pourcent de cellu-
lose, 30 pourcent d'hémicellulose et 20 pourcent de lignine, le thiéme central
et 1'objectif majeur de ce programme de travail sera la conversion efficace
de cellulose et d'hémicellulose en &thanol. Plusieurs approches différentes
peuvent &tre adoptées pour atteindre cet objectif. Nous nous limiterons &
1'étuue de deux des méthodes les plus importantes:

(a) Utilisation de micro-organismes génétiquement manipulés;

(b) Utilisation de la technologie de 1'ADN recombinant,
particulidrement pour le clonage mol&culaire et 1"amplification

de génes de cellulases.

B(1). Activités

Un certain nombre de problémes fondamentaux et techniques doivent étre
résolus si 1l'on désire parvenmir 2 une conversion efficace de cellulose et
de 1'hémicellulose en &thanoi. Il est &vident que plusieurs problimes dif-
fé-ents devront &tre abordés en parallile. Une grande partie de ce programme
de travail impliquera des travaux de recherche fondamenta.e puisque un grand
nombre de points essentiels corzernant ces systimes complexes doivent encore
étre Etablis. .

1. Analyse de cellulases d'organismes cellulolytiques.Trois cellulases

parmi une variété d'organismes cellulolytiques connus seront &tudiés;
en 1'occurence 1'endogluccnase, 1'exoglucanase et la cellobiase (voir
section A(1). Ces organismes seront &tudiés afin de déterminer la quantité
excrétée en milieu extracellulaire et dans les cellules pour B-glucosidase
(ex; unités/ml), 1'activité spécifique d'enzymes purifiés et non purifiés
(unités/mg prottiﬁc), ld stabilité, ls degré B'inhibition du produit ou:du
substrat, etc. Df#ucres:micro-organismos dengiept §tre examinés afin de

trouver de nouvelles sources de cellulases.
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Une fois que des sources de cellulases adaptées auront &té€ trouvées,
la quantité ou la qualité des enzymes pourront probablement &tre améliorées
grice 3 1'application de méthodes de mutation génétique, comme celles
utilisées pour choisir les Trichoderma reesei mutants AM9414, MCG77,
MCG80 favorables (4).

2. Clonage des gines de cellulase et production de mutants favorables

par mutagexdse in vitro.Une approche adaptée pour la recherche au

CIGGB peut étre le clonage de gines de cellulase d'organismes celluloly-
tiques analysés dans la section précédente. Cette opération peut se faire
soit en créant des bibliothdques de génomes de ces crganismes ou en
créant des cADN de mARN grice 3 l'utilisation des techniques de 1'ADN re-
combinant (5,6). Une fois que les gines seront clonés dans un plasmide,
pla~és prés d'un promoteur prissant et d'une position de lien ribosome
forte et, introduits dans E.coli ou B.subtilis par des procé&dures de
transformation (5,6,), on prévoit la production 3 grande &chelle de ces

cellulaseas.

L'étape suivante est de procéder 3 une mutagénse in vitro sur ces
génes clonés de cellulase, par des changements de paires de base ou par de
petites suppresziomns (7) dans 1'espoir de produire des génes mutants
comportant le code de cellulases ayant une plus grande résistance 3 1'inhi-
bition des produits.

3. Clonage de g2nes de cellulase fongique et introduction de ceux-ci

dans des levures.Le champignon Trichoderma reesei, produit et &vacue de

grandes quantités de cellulases qui peuvent d&grader la cellulose en

glucose. Les cellules de levure ( comme saccharomyces cerevisiae) qui

peuveat transformer efficacement du glucose en &thanol ne peuvent pas
dégrader la cellulose. Une méthode de recherche adaptée que le CIGGB

devrait envisager est la construction d'une souche de levure améliorée;

celle-ci contiendrait les g2nes des cellulases et pourrait donc excrétar

des cellulages hors de cellules pour transformer la cellulose en glucose.

Cette nouvelle souche devrait ensuite étre capable d. transformer effi-

cacement de la cellulose en &thanol. La construction de cette souche

implique deux étapes.La premidre consiste en un clonage de gdnes pour




les celliulases de Trichoderma reesei (mutant MCG77 ou MIG80) ou d'autres

champignons cellulolytiques comme décrit dans la sect.on précédente.
Néammoins, dans ce cas les gines sont joints 2 un plasmide de levure
(comme le plasmide du type YEpl3 qui comporte une séquence Ars et un
marqueur aisément sélectionné comme His3 ou LEU2). La deuxiime E&tape
consiste en un transfert de génes de cellulase avec les plasmides de
levure dans une levure par transformztion (8). Le plasmide sera maintenu
dans la levure en cultivant la levure en 1'absence de leucine.

Lue autre possibilité est de permettre aux génes de cellulase d'étre
intégrés de manidre stable dans les chromosumes de lewvure. En sup-
posant que les peptides de signal de Trichoderma reesei soient reconnus

par la levure (trés probable puisque T. reesei et la levure sont des
champignons) les génes clonés de cellulase devraient incorporer des
peptides de signal povr 1'excrétion de cellulases dans le milieu. S'ils
ne sont pas reconnus par la levure, uneautre approche peut &tre envisa-
gée. Le géne cloné pour le signal peptidique de T. reesei sera Zc€& 2
1'aide de procédures d'ADN recombinant standards et 1'on u'inclurs mue
les génes structuraux des cellulases. Ces géres de cellulases seront
joints 3 un dérivé de YEpl3 qui contient &galement ls séguence promo-
trice et le signal peptidique du géne de 1'invertase de la levure.
Comme 1'invertase de la levure est excrétée, les gines de cellulase joints
3 son géne de séquence de signal devraient &galement étre exrrété:.
L'on a déj2 isolé des mutants des levures sur-produisant de 1'invertase

(9). Si nécessaire, lc géne de 1'invertase de cette souche sera clomé.

L'avantage de cette approche est que les cellules d'une levure
courante comme S. cereviciae (pour laquelle le systime de transformation
a Et& &tabli, et qui peut étre facilement cultivée dans de grandes
cuves de fermentation)peuvent alors directement transformer des matilres

cellulosiques en alcool.

Clonage de ggnes de cellulase bactérienne et introduction dans

Zymomonas mobilis. La bactérie Zymomonas mobilis peut conver:tir le glu-

cose en &thanol avec les avantages suivants: .
(a) haut rendement spécifique de 1'&thanol;
(b) tolérance aux hautes concentrations de glucose; et
(é) capacité de croitre de manid.e totalement ana&robic, ainsi
1'adjonction d'oxygdne au cours de fermentations continues est

inutile.




RScammant Rland et ses collaborateurs (12) a2 utiiis& un réacteur
d'immobilisation-de-cellules du type "support de film attaché =xvansé&" (SFAE)
(13) et a démontré que la conversion de sucre en &thanol par la bactérie
Z.wobilis peut @tre accrue 2 105g/h par rapport au volume total du ferment
(12). Bien que le ferment SFAE constitue une manilre efficace de transformer
du sucre en &thanol grice 3 Z. mobilis cecte bactérie ne contient pas les

génes de cellulase nécessairss pour transformer 1a cellulose en glucose.

Des bactéries comme cellulomonas fimi contiennent des génes de cellulase
et secritent des cellulases qui pénZtrent la matrice du bois et attaquent la
cellulose de fagon extra-cellulaire pour produire des sucres. Une cellulase
d: C. fimi au moins a &té clonée récemment (l11). L'étape suivante est de
cloner legane comportant le code des trois cellilases (endo--§1,4 glucanase,
exof 1,4 glucanase et §-glu:osidase) et la séquence de signal de codage
peptidique, et de joindre 3 un plasmide bactérien comme pKC30 (14) 3 coté
d'une séquence forte de promoteur comme d&crit dans la section ci-dessus.

Le CIGGB pourrait tenter un projet consistant 3 transférer les génes
clonés de cellulase bactérienne sur un plasmide comme pKC30 dans Zymomunsgsg
mobilis par transformation. Peut-étre faut-il tout ¢ abord &tablir les
procédures de transformation pour introduire des plasmides dans Z-mobilis en
faisant appel aux prupcipas et techniques utilis&s lors de 1'introduction de
plasmides &trangers dans E. coli et B. subtilis. Si le plasmide et les gines
de cellulase ne sont pas trds stables dans la bactérie, ils peuvent étre
forcés d'intégrer le chromosome bactérien par recombinaisca intégrative.

Ce processus est réalisé en clonant d'abordungéne Y de Z. mobilis dans le
méme plasmide pKC30. Une fois que les gines de cellulase sont aussi joints
3 ce plasmide et transforment les cellules; le d&rivatif pKC30 complet peut
étre intégré dans le chromosome de Z. mobilis 3 la place du géne Y par
recombinaison intégrative,

5. Clcaage de gines d'isomérase du xylose et introduction dans S.pombe.

D'importantes concentrations de glucides dérivés de 1'hémicellulose
peuvent étre facilement obtenues grice 2 1'utilisation d'acides dilués.

Les organismes idéaux pour la conversion de glucides dérivés de la biomasse
en des produits cocme 1'é&thanol sont des levures. Cependant, ia plupart des

ilevuru ne sont pas capables de dégrader des pentoses. La démonstration réus-
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sie et récente de la production quantitative d'&thanol( 80X du rendement
théorique) 3 partir de D-xylose griice aux levures et une isomérase du
xylose devrait permettre de simplifier les problimes li€s au traitement des

pentoses (16).

Une orientationrossible pour la recaercie est de cloner le géne de

1'isomérase du xylose et de l'introduire dans Schizosaccharomyces pombe,

une levure plus favorable que la levure de boulanger (§. cerevisiae) lors de
la conversion du xylose en &thanol. Cette levure manipulée génériquement
peut alors convertir le xylose en &thanol 2 haut rendement. Cette souche
de levure serait beaucoup plus efficace pour la production d'é&thanol que

la souche rfcemment d&couverte : Pachysolen tannophilus, souche NRRL 2460 (17).

Outre la production d'é&thanol, les sous-produits de la dégradation par
des micro-organismes d'hémicellulose comportent du méthane, des acides
orginiques, des alcools saccharigques, des solvants et des aliments pour le

bérail. Ainsi, d'autres matidres intéressantes peuvent &tr: produites.

En fait, cette partie du programme de travail insiste sur l'utilisation
de levures ou bactéries manipulées génétiquement pour la conversion efficace
de matidres cellulosiques en Ethanol. Il est Evident que les mémes levures
ou bactéries seraient &galement utiles pour transformer de la biomesse en
aliments (comme des protéines momo-cellulaires) et des produits chimiques

industriels comme ceux mentionnés dans le paragraphe précédent.

La composante majeure du programme serait la recherche et le développement;
pour cette activité, le travail de recherche serait réalisé par un minimum
de quatre groupes travaillant em collaboration &troite. Le premier groupe
serait dirigé par un microdiologiste, sa fouction principale serait d’'analyser
les cellulases de micro-organismes cellulolytiques connus et de rechercher
de nouveaux micro-organismes cellulolytiques. Le deuxildme groupe, dirigé
par un biochimiste, devra purifier les .:-1llulases (sélectionnées par le
groupe de microbiologie) et &tudier leurs propriétés. Ce groupe entreprandra
aussi le travail de clonage de gines de cellulases. Le troisidme groupe,
dirigé par un expert en ADN recombinant, aura pour tidche de modifier les
gines de cellulage: clonés (par le groupe de biochimie), et de transférer
les gines Je cellulase bactérienne clonés dans des cellules de Zymomonas
gghil&:,zchu;ttilmc groupe, dirigé par un expert des levures, se chargera :
du trlnsfe?t des glnos de cellulase de Tricoderma reesei clonés (ou d'autres .

génes de cellulase de fongus comme Penicillium funiculondm) dans des cellules:




de levure , et &tablir les conditions pour une conversion optimale de cel-
lulose en glucose et de glucose en &thanol. Chacun de ces quatre groupes
comprendra un collaborateur titulaire d'un doctorat et/ou un technicien. Le
chef de groupe sera assisté par un scientifique (niveau de 1la licence). Chaque
groupe peut en outre Iormer deux stagiaires, originaires des pays en dé&velop-

pement, tous les deux ans.

Deux réunions ou séances de travail seront organisfes par ces quatre
groupes. Des experts de réputation internmationale seront invités pour chaque
domaine de travail =t de recherche et développement. Les thémes de discussion
comprendront des &tudes sur les micro-organismes et cellulases cellulolytiques,
le clonage et 1l'amplification des gines des cellulases, le transfert des génes
clonés dans des levures ou bactéries fermenf.escibles, 1'am&lioration de l'effi-
cacité = de la conversion de cellulose (et d'hémicellulose) en sucre puis

en alcool.

Les résulta:s de ce programme seront produits en plusieurs &tapes. La
premidre sera d'identifier les meilleurs cellulases (d'un ou plusieurs micro-
organismes cellulolytiques) offrant des cellulases stables ayant une
activité spécifique importante (1'endoglucanase et 1'exoglucanase devraient
Stre excrétés dans le milieu de croissance). L'&tape suivante sera de cloner
plusieurs de ces cellulases et de les joindre 2 des plasmides de bactéries
ou de levures. La troisidme &tape consiste 3 tmnsférer les cellulases fon-
giques clonécs (comme celle de T. reesei)dans des cellules de levure et de
maximiser la conversion directe de cellulose en €thanol dans cette levure
recombinante ., Des expériences ayant pour but de transférer des cellulases

bactériennes clonfes (comme celles de cellulomonas fimi) dans Zymouonas mobilis

de manilre 3 ce que cette bactérie recombinante puisse directement trangfor-
mer de la ceilulose en &thanol, seront menées en parallZle. Nous prévoyons
d'importants progrés; néammoins 1'accomplissement de toutr le travail de recher-
che et de développement serait un but irréaliste. Cependant, mdme un succds
partiel sera important pour finalement résoudre le probléme de la conversion
efficace et &conomique de mati2res -ellulosiques en &thanol. Une fois que le
travail de R&D de base aura &t& réa.isé, le programme sera transmis au groupe
de biotechnologie qui aura pour tdche d'adapter les nouveaux acquis 3 la pro-
duction d'é&thanol 32 grande &chelle. Des améliorations techmologiques
cousidérables dans la r&cupéraction et la dessiccation de 1'é&thanol sont

également né&cessaires.




Des services de cimseil seront offerts aux laboratoires des pays

en développement travaillant dans ce domaine.
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PRODUCTION DENGRAIS A PARTIR DE SYSTEMES BIOLOGIGUES

A(2). Contexte et justificatif

La fixation biologique d'azote est un processus essentiel pour tous les
organismes vivants de notre plandte. La capacité de réduire 1'azote présent
dans 1'athmosphére en ammoniaque n'est donnée qu'3 un petit nombre de bactéries,
algues bleues-vertes et les actinomyc@tes. Certains de ces micro-organismes
peuvent réduire 1'azote athmosphérique sous forme d'azote libre dans (Klebsiella,
Azotobacter, et dans les algues bleues-vertes. Cependant, les micro-crganis-
mes ayant une importanc. &conomiocue réalisent le processus de fixation en
association &troite avec des plantes complexes sous forme de symbiose véritable.
Au cours Ze la symbiose la plante c2de des glucides essentiels au micro-organisme,
celui-ci céde 1'azote r&duit pour la bactérie et la synthi@se protéique de la
plante. Le procassus anaérooie qu'est la fixation d'azote est r&alisée pax
un complexe d’'enzymes nitrogénases, celui-ci étant fortewent conservé dans

tous les organismes fixant 1l'azote. Dans le cas de Klebsiella pneumoniae

le code du piocessus est contenu dans un groupe de génes comportant 17 gines
contigus (trois génes structuraux) transcrits de manidre unidirectionnelle
en sept unités transcriptionnelles. La fixation de Nz Nif opéron requiert
la priésence constante de la protéine du géne A qui agit comme inducteur. La
protéine du g3ne L agit comme répresseur de l'opéron Nif en régulant la prc~-
duction de la protéine du gdne A. Des données récentes de divurs laboratoires
de recherche indiquent que, non seulement dans Klebsiella mais aussi dans
Rhizobia et les algues bleues-ve:r .es, les gines Nif (de fixation d'azote)
sont organisés en groupes de génes contigus. La régulation du processus de
fixation d'azote de Rhizobia n'a pas encore &té &lucidée 3 ce jour.

La fixation symbiotique d'azote requiért 1'interaction de micro-orgrnis-
mes et de cellules des plantes. La prolif&ration de la racine, induite par
Rhizobia, a pour résultat la formation de nodules dzas les légumineuses. A
la différence de la formation de galles en courinne, les Rhizobia se trouvent
3 1'intérieur des cellules de la plante et au cours d'un processus de
développemeinc régulé, les Rhizobia devxennent des bactérnides réalisant le

processusde fixation.

La reconnuissance des plantes, le processus d'infection et la spécifici~
té de 1'hdte semblent @tre incorporés sous‘fotme de grcoupes de gines dans le

gérome bactérien. Des découvertes r!cen:es sur Rhizobxum __gumxnoaaruu indi-

quent la présence de gdnes de nodulatxon et de génes de fxxat'on d'azote
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dans un grand plasmide. Lorsque ce plasmide fut transffr& 2 Agrobactérium
tumifaciens, des nodules inefficaces non-fixants furent formés aprds 1'injectica

de racines de pois. De méme, les cellues de Rhizobium meliloti contiennent

des plasmides plus grands appelés mégaplasmides (taille supérieure Z 500 KD).
Ces mégaplasmide. contiennent &galement les génes nécessaires au processus

de nodulation &troitement 1i€s au groupe de g2nes responsables de la fixation
nitrique. Des expériences ayant pour but de transférer la capacité de fixation
i1itrique de cellules bactériennes dans un systéme de cellules eucaryotiques
par des techniques de génie génétique ont abouti au maintien stable du groupe
de génes Nif dans le chromosome numéro 3 de la levure modifiée; ceci permet

de supposer que le remplacement de signaux des gdnes Nif bactériens par des
signaux de levure ou de plante est requis pour obtenir une expression génique.
Des &tudes subséquen’ :s plus détaillZes encore seront nécessaires pour con-

prendre 1'assemblage du nitrogénase dans une cellule eikaryotique.
B(2). Activités

Un certain nombre de problémes fondamentaux et technigques devront étre
résolus afin de parvenir 2 la production d'engrais faisant appel 2 des
systimes biologiques. Nous ne présenterons que deux projets dans ce docu-
aent. Le travail de recherche devrait étre ré€alisé par une équipe de trois
groupes travaillant en collaboration &troite et en collaboration avec les
spécialistes en génétique des plantes comme décrit dans le programme d'amé-
lioration des produits agricoles et aliusntaires.]/Le premiers groupe ,dirigé
par un biochimiste,fera appel aux méthodes de biochimie pour analyser les
systémes de fixation nitrique et utilisera les techniques de 1'ADN recombinant
pour cloner et transférer des génes entre les souches de bactéries fixant
1'azote >u entre des hactéries et des plantes. Le troisiéme grcupe dirigé par
un expert en plantes et en cellules végétales, &tudiera le mécaznisme et
i'nfficacité de la fixation d'azote et les systdmes phutosynth&tiques dans
les plantes. Une fois ces systdmes mieux compris, ce groupe coopérera avec
les groupes de microbiologie et debiochimie afin d'utiliser les bactéries
fixant 1'azote ou pour transférer des bactéries recombinantes dont

1'ADN aura &t& modifié dans des plantes. Il contrdlera le taux de croissance

1)" AmElioration des produits agricoles et alimentaires par le génie génétique
et la biotechnologie", ID/WG.382/2/Add.5.
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des plantes,le contenu protfique des graines, etc., et tente.: de maximieer

les rendements.

Chacua de des trois groupes comptera un assistant scientifique au niveau
post- doctorat ct peut-étre un sciectifique qui secoaders le chef de groupe
du programme. Chaque groupe pourrait former deux stagiaires originaires de
pays en développement tous les deux ans. En d’'autres termes, les trois groupes
peuvent former six stagiaires en deux ans ou quinze ctagiaires au cours des

cinq premiéres années.

Un réunion annuelle ou groupe de travail mixte rassemblant les trois
groupes sera orginisée. Les expecrts de ce domaine de recherche originaires

de divers pays seront invités a y participer.

Les services de conseil de plusieurs groupes de recherche les plus
importants dans le monde, spécialistes dans ce domaine de la recheche, seront
nécessaires. Ces services de conseil comprendront 1'invitation-de chercheurs
actifs au CIGGB pendant piusieurs jours ou plusieurs semaines. Entre trois
et six chercheurs seront invités chaque année. Ces services pourraient &gale-
ment comprendre la dél&gation de plusieurs chercheurs dans de grands ceatres
de recherche mondiaux afin d2 traiter des probl2mes trds spécifiques comme
ceux ayant trait aux conditions particuliBres du sol d'une région d&terminée
ou 3 des souches de bactéries fixant 1'azote et concurrentielles. Ces souches

pourraient étre ramenées au CIBB afin de subir des modifications génétiques.

Le but principal de ce progamme sera d'améliorer les souches de
Rhizobium existantes et de les rendre plus concurrentielles dams leur
environnement naturel dans diverses régions du monde. Etant donné que la nature
des sols et les bactéries concurrentes dans ces sols seront différeates, des
scuches de Rhizobium am&lior&es "sur mesure' devront &tre créées dans
chaque cas. Bien que le principe de la modification génétique soit assez
simple, la recherche dans ce domaine requiert &normément de temps et des
réalisations majeures au cours des cinq premidres années peuvent ne pas
voir le jour. D'autre bart, méme des améliorations mineures dans 1'efficacité
relative 3 la fixation nitrique, entrainant une augmentation de rendewent des

#écol:es de dix pourcent auront une incidence &conomique significative.

De plus, toute recherche fondamentale réalisée au CIGGB amenant 3 une

meilleure compréhension des mécanisﬁes de fixation de 1'azote par les bactéries
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ou de 1l'interaction bactérie/plante permettra d'améliorer les rendements des
récoltes. Le soja et vigna sinensis constituent 1'exemple utilisé dans ce
programme de travail. Le principe sous-jacent de ce type de recherche et la

technologie &laberEe 3 cette fin peuvent &tre appliqués 3 d'autres systémes.
L'utilisation de micro-organismes libres pour 1'amélioration de la
productivité des récoltes par 1'é&tude de Pseudomcnas et d'algues bleues-vertes

fixant 1'azote devraient fournir un résultat au cours de cing prexidres années.

1, Utilisation du génie génétique pour modifier Thixobium et d'autres

micro-organismes afin de fixer plus d'azote pour 1'amélioration du

rendement des récoltes.

Altéra.ion de Rhizobium pour 1'amélioration du rendement des récoltes

Les principaux facteurs limitants de la fixation symbiotique de l'azote
sont constitués par 1'absence de souches de Rhizobium compétitives. Il
a &té& clairement &tabli que moins de cing pourcent du Rhizobium inoculé est
efficace dans la culture de plantes pour les récoltes. Deuxidmement, il faut
des Rhizobia capables de noduler et de fixer l'azote en présence de bactéries
fixes dans le sol. Troisidmement, le processus de nodulation et celui de la
fixation nitrique sont sensibles 2 diverses conditions défavorables telles

que la sécheresse, le tauxd salinité et la chaleur.

iLes principales récoltes de l&€gumineuses sont le soya et vigna sinensis.
C'est pourquoi un grand effort quant 3 1'isolation de nouvelles souches prove~

nant du sol et la s&lection de souches concurrentielles de Rhizobium japonicum

et Rhizobium pour vigna sinensis devrait &tre consenti. De méme, ces souches
devraient étre adoptées par des cultivateurs régionaux et adaptées aux gols
des régions concernées. La technologie de 1'ADN recombinant , dés la
aisponibilité des systémes de transferts de génes de Rhizobium, pourrait

étre utilisée pour combiner les traits favorables du Rhizobium naturel.

OQutre la création de souches concurrentiellesg, 1'application de la biologie
moléculaire 3@ Rhizobium pourrait amener 3 la création de souches de nodulateurs
et fixateurs constitutifs indépendants ou qui ne peuvent pas étre inhib&s par
1'azote contenue dans le sol. D2s la disponibilité de syst2mes de transferts
de genes clonés dans les gines de nodulation de Rhizobia a croissance lente,
des genes de fixation nitrique ou la capacité de surmonter des conditions
défavorables devraient @tre recherchés afin de créer des souches de Rhizobium

~ supérieures.




1l conviendrait G’entreprendre um iravail petmettant de ccmpremdre
la réponse de la plante face 3 1l'infection par les microbes; ce travail ferait
appel 2 la biologie moléculaire. La capacité des micro-organismes 2
surmonter les mécanismes de défense naturels des plantes peut amener 3 une
infection et nodulation par Rhizobium plus efficaces. Des efforts devraient
également étre entrepris afin de créer des nodules sur d'autres parties de

la plante que la racine, la tige ou les feuilles par exemple.

La fourniture d'azote sous forme de nodules sur les tiges ou les feuil-
les au moment le plus opportun avant la formation des cosses pourrait avoir
une incidence &conomique &norme. En outre, 1l'interaction emntre la
photosynth2se et la fixation d'azote devrait &tre &tudife au niveau de la
biologie molé&culaire. En résumé&, le développement de souches supérieures ainsi qu'une
meilleure compréhension du processus d'infection et de la réponse de la
plante supérieure pourraient amener a& una association optimale plante/
microbe et d&s lors 3 une augmentation du rendement des légumineuses. La
technologie de 1'ADN recombinant peut nous permettre de transférer la
capacité de fixation d’azote 3 J'autres plantes que des légumineuses.

Il s'agit d'une recherche fondamentale , celle-ci exigera beaucoup de

temps pour &tre pleinement effectuée.

2. Utilisacion de micro-organismes libres pour 1'amélioration du rendement

des récoltes

Les principales récoltes en dehors des l&€gumineuses sont le mals, le riz,

le blé,etc.Le remplacement d'azote réduit chimiquement par de .'azote fixé

biologiquement dans ces plantes est &conomiquement trés imporfr ‘est
pourquoi les micro-vrganismes présents dans le sol comme Azc _, les

Pseudomonas fixant 1'azote et les algues bleues-vertes devraient ifaire
1'objet de plus d'attention. L'application possible de Pseudomonas fixant
1'azote au niveau des tiges et des feuilles pourrait devenir aussi important
pour la fixation d'azote dans les céréales que ne l'est Rhizobia pour
1'amélioration du rendement des l&gumineuses. De plus, le génie génétique
appliqué aux ..cro-organismes présents dans le sol pourrait amener 2 une
meilleure production des récoltes grdce 2 la création de micro-organismes
incapables de causer des maladies ou en altérant des micro-organismes pour
qu'ils deviennent des antagonistes naturels d'agents pathogines et leurs
concurrents. Finalement il conviendrait de s'irnté&resser aux micro-organismes
photosynthétiques qui pourraient étre adaﬁtés en tant que symbionts sur les
feuilles des:plantes supérieures; un exeméle de ce type d'gpplication est

celui de la fougdre '‘aquatique '(interaction Azolla/algue bleue~verte).




C(2). Plan de travail

Calendrier pour le plan de travai’. sur la production de carburant 3 partir

de la biowmasse:

Année O An 1 An II An III Au IV An V '

(i)

:analyse cellulases

e

(ii)

Elonage de cellulases produlsant un mutant favorable

L (iii) ,
Clonage de génes de cellulase fongique et
introduction dans des levures

, (iv) -
Clonage de génes de cellulases bactériennes et
introduction dans Z. mobilis

. A2) .
Clonage de g3nes de 1'isomérase
du xylose et introduction dans S.Pombe

Calendrier pour le plan de travail sur la production d'engrais par les systémes
biologiques.

Nous prévoyons que certains projets offriront des résultats positifs dans les
délais indiqués, d'autres(tels que (b) et (d) peuvent requérir davantage de
temps .

Année O An I An II An III An IV An V

. 2
v L4 v n v

(a) Isolation de nouvelles
souches de Rhizobia

(b) Amélioration de souches Rhizobia
. par techriques ADN recombinant |

\{

1 3
" (¢c) Introduction de nodiles
sur feuilles ou tiges

Md) Transfert génes fixation nitrique i
d'autres plantes

(e) Altération microbes du sol par manipﬁlatioas
génétiques.
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D(2). Collaboration avec d'autres institutions

Des relations avec plusieurs grandes institutions de recherche seront
nécessaires.
Parmi celles-ci nous prévoyons:
- Laboratoires de recherche svancés;
- Les organisations internetiorales compétentes comme
L'Organisaticn des Nations Un’es pour l'alimentation et
1'agriculture (FAC)
- projets en cours dans ce domaine, par exemple le programme
de 1'ONUDI sur la Conversion des Déchets agricoles aux

Philippines.
£(2). Préalables

Le préalable nécessaire au déroulement satisfaisant du programme est
la qualification appropriée des stagiaires. Les stagiaires doivent étre
titulaires d'un dipldme équivalent 2 un Ph.D. en biochimie ou en microbiologié.
Ils doivent étre trds motivés et désireux d'apprendre et de travailler sous
la supervision des membres scientifiques de 1'é&quipe ou des collaborateurs

au: niveau post-doctorat du CIGGB.

Dans une premilre &tape, le choix des candidats stagiaires peut étre
fait par un conseil scientifique dans un pays en développement. Il est
impératif que la décision finale sovit prise par le personnel scientifique

du CIGGB, car les seuls critdres de sélection seront les mérites scientifiques.

F(2). Besoins financiers

Lorsque le programme fonctionnera pleinement le personnel suivant sera

requis:
- Deux scientifiques confirmés
- Huit scientifiques
- Sept collaborateurs (post-doctorat)
- Huit techniciens

25 stagiaires devraient étre engagés dans le cadre de ce programme.
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Budget quinquennal

(en milliers de
dollars E.U.)

PERSONNEL

(premidre année 40%7,deuxidme année 607) p
Scientifique confirmé 8 hommes/année 600
Scientifique 32 hommes/année 1.440
Collaborateurs (post-doctorat) 28 hommes/anaée 672
Techniciens 32 hommes/année 544
Sous-total 3.256

Gestion du Centre et personnel

auxiliaire 937

Total personnel 4,193

ACTIVITES DE FONCTIONNEMENT

Scientifiques visiteurs 40 hommes/mois 320
Réunions groupes d'experts 4 hommes/mois 100
Services comnseils 30 hommes/mois 300
Formation 50 hommes/année 1.125
Matériel d'information 30
Achats produits chimiques,etc. 104 unit&s~hommes/année 1.040
Associaticns 150
Divers (voyages,t&léphone,etc.) 138
Totai activités de fonctionnement 3.203

Total programme de travail 7.396




ANNEXE I

Besoins en &quipement

Les besoins en &quipement pour ce programme s'&tablissent comme suit:
- 30 bains-marie et incubateurs
- 20 petits agitateurs rotatifs
= 20 balances ( dont une micro et ume macro)
- 10 pH métres
- 20 microcentrifugeuses de table
- 20 microcentrifugeuses réfrigérées
- 10 centrifugeuses de parquet 3 vitesse moyemnne (comme Sorvall RC=5)
- 10 spectrophotométres
- 30 réfrigérateurs

| Les installations de soutien partagées seront composées des &léments suivants:

"{a) Salle d'instruments avec:
- 1 compteur de scintillation

- | machine 3 glace

- 2 grands agitateurs rotatifs

-1 spectrophotométre enregistreur

- 10 jeux d'E&léctrophoriése

) - 2 centrifugeuses de parquet 2 vitesse moyenne

- 2 centrifugeuses 32 grande vitesse ( comme Beckman L8-70)

(b) Salle de contention biologique (niveau p2) avec:
- 2 hottes de flux laminaires
- 2 grands agitateurs rotatifs

centrifugeuses vitesse moyenne

centrifugeuse grande vitesse

autoclave

.y

2
1
1
- 2 microscopes
2 baing-marie
2 incubateurs
(¢) Une salle de préparation de milieux et de stérilisation avec:
- 1 autoclave
- 1 hotte stérile
- | alambic en verre

- 2 balances

1% 4 ——

i




(d)

e)

(f)

(g)
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Une chambre froide 2 4° avec:
- ] petite centrifugeuse
- 2 bains-marie

- plusieurs colonnes pour la chromatographie
Une chambre froide 2 =-20°

Une chambre noire avec:
- 1 appareil automatique de déveluppement de films 2 rayons X
- 1 agrandisseur

- 1 appareil d'impression

Une salle de nettoyage des instruments avec:
= 2 lave-vaisselle
- 1 autoclave

- 2 fours,etc.

Des chambres ou serres dotées d'appareils de maintien et de contrdle
du degré d'hygrométrie et de température seront nécessaires pour la

culture de plantes et de cellules.
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