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A. CONTEXTE ET JUSTIFICATIF

Introduction

La technologie du génie génétique est aujourd'hui appliquée
a toute une série de prob’émes propres aux industries agricoles et
alimentaires. Il est possible, notamment, de développer de nouvelles
familles de plantes au profit de 1'agriculture et de 1‘industrie
forestiére en combinant la technologie du: génie génétique et la
ailture des cellules de nlantes et des tissus protoplastes,
d'uriliser, a plus grande échelle et selon des méthodes différentes,
les insecticides "naturels", et de mettre au point de nouvelles
techniques de conditionnement des aliments utilisant des matiéres
[remiéres alimentaires de substitution, la cellulose par exemple,
et offrant de nouvelles applications pour les matiéres alimentaires
traditionnelles comme le sucre. La production de vaccins plus ef-
ficaces pour le bétail constituera un autre progres majeur pour
lagriant\n'eetl’irdxstnealinmtairerealisegraceajqenie

génétique.Y/

Nouvelles méthodes de reproduction des plantes

Les programmes de reproduction de certaines especes et
familles de plantes essentielles pour l'agriculture et l'industrie
forestiére ont été bouleversés par 1'intraduction de la culture
de tissus de plantes et de la régénération de plantes entiéres am
départ de cultures de tissus. La technologie a déja permi
d'accélérer le rythme du clonage ou de la propagation végétative
des plantes, 4 savoir la production de plantes qui sont génétiquement
identiques a un parent unique. Pour de nombreuses plantes, ce
processus ne se produit pas, ou rarement et trés lentement, par
des méthodes plus ou meins naturelles.

Dans d'autres cas, il a été tres difficile de produire des
plantes en grardes quantités e:ion des méthodes naturelles. La
méthodologie de la culture des tissus ouvre de nouveaux horizons
remarquables affectant, notamment, la production par clonage
de plantes auss’. diverses que les palmiers, les cdniféres, les

1/ Voir Application du génie génétique et de la biotechnologie a
la production de vaccins améliorés pour 1'houme et les animaux,
, notamment en ce qui concerne lea maLd:.es tropicales,
‘ In/wc 382/2/A44. h
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orchidées, les citrons et les asperges, pour n'en citer que quelques
unes. On comrend mieux 1'impact de cette technologie si l'on sait
par exemple que “les artwes (sapins de Douglas) qui peuvent étce
cultivés en trois mois a partir de cellules contenues dans 100
litres de milieu de culture sont en nombre suffisant pour reboiser
environ 48.000 hectares, un arbre étant planté tous les 3,5 métres".
I1 est donc possible, en principe, de choisir un seul arbre forestier
supér:eur, ou un palmier a huile, wn dattier, etc.,et d'utiliser
des cultures tissulaires de cet arbre pour produire, dans un laps
de temps restreint, une lignée génétiquement identique et nombreuse.
Catte technique présente également l'avantage de permettre la
production de familles sans virus. Elle présente par contce le
risque de 1'établiss-.ont de monocultures gérétiquement homogénes,
risque qui, lorsqu'il a été identifié, peut cependant étre éliminé.

Les cultures tissulaires offrent, outre la possibilité de réa-
liser la reproduction par clonage a grande échelle, de multiples
opportunités en matiére de production végétale.

a) Des cellules de plantes résistant aux toxines et a d‘autres
agents peuvent &tre sélectionnées dans les cultures tis-
sulaires. Les plantes régénérées grice a ces cultures
peuvent alors étre résistantes, comme dans le cas, par
exemple, du mal’s régénére au départ de cellules sélectionnées
pour leur résistance aux mycotoxines de 1'Helminthosporium
maydis.

b) Des hybrides intra- et inter-spécifiques peuvent étre
produits par fusion de protoplastes dérivés de tissus de
plantes différentes, et, ensuite, régénération de plantes
hybrides provenant des protoplactes hykrides. Cette
technologie n'a pas encore donné les résultats escomptés:
en général, elle ne produit en effet des hybrides viables
que dans des systémes ol deux parents rrésentent une
hybridation naturelle. Elle offre cependant un potentiel
important comme outil de reproduction, méme au sein
d'espéces, par l'introduction, par exemple, de qénes résis-
tant A certaines maladics dans des variétés établies. Des
travaux considérables ont été entrepris dans ce ¢ ‘maine
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et 1'on considére yénéralement que cette approche, gréice
a 1l'expérience croissante acquise dans la manipulation des
protoplastes, permettra d'obtenir de nouveaux hybrides

- intéressants.

Manipulations génétiques de plantes au moyen de 1'ADN recombinant

La technologie de 1'ADN recombinant, ou génie génétique, fu:
mise au point pour des bactéries, et plus particuliérement avec
1'Eschericia coli; son application commence maintenant a étre
étencie ax plantes a l'aide des techniques de cultures tissulaires,
de préparation des protoplastes et de régénération au départ de
cultures tissulaires. L'ensemble combiné de ces méthodes permettra
vraisemblablement G'accomplir des progreés remarqusbles quant a la
reproduction des plantes.

L'cbjectif technique principal consiste a transférer des genes
sous la forme d'2DN purifié provenant de souches et d'espéces dif-
férentes dans des cellules réceptrices ou des protoplastes pour
qu'ils soient incorporés aux cellules de fagon stable, copiés avec
les génes endogénes et exprimés dans les cellules en modiftant le
caractére de ces derniéres et des plantes régénérées a partir des
cellules. Les premiéres phases de c2 programme ont déja été réa-
lisées dans plusieurs systémes. Le plasmide Ti 4d'Agrobacterium
tumefaciens est un vecteur présentant un excellent potentiel; de
1'ADN exogéne peut y 8tre incorporé et il est lui-méme intégré
a 1'ADN des cellules réceptrices. Des virus de 1'ADN des plantes,
et notamment le CaMV sont également mis au point comme vecteurs.
Des études sont en cours pour la transformation de cellules de
plantes par une série de génes: ovalbumine, leghacmoglobine, sucrose-
synthétase, zéine, phaesoline, résistance a la gentamycine G148,
résistance a la méthotroxate, etc. Ces génes sont testés par
incorporation dans des vecteurs basés sur le plasmide Ti.

Un grand nombre de ces projets en sont maintenant au stade
du perfectionnement de la construction des molécules le 1'ADN -
recombinant en plasmides pour obtenir 1'expression des génes
exogenes dans les cellules des plantes.




~4-

Ce secteur de la recherche est extrémement actif et 1l'on a
toutes raisons a8 croire Gu'il cffre un potentiel excantionnel de
progression rapide dans son application a la manipulation de systemes
génétiques simples. Il s'agirait notamment de coder les génes
pour la résistance aux herbicides, aux insectes et aux mycotoxines.
On a ainsi assemblé un systéme génétique bactérien qui code pour
la résistance a 2,4,5 T. Si ce systéme était incorporé, par
exemple, a une céréale, 2,4,5 T pourrait &tre utilisé comme
herbicide avec cette céréale. Le systéme génétique codant pour
la résistance a une mycotoxine Helminthosporium myadis du mafs
a été identifié comme faisant partde de 1'ADN mitochondrial. Il
peut donc &tre purifié aisément et constituer un pas important dans
la progression du programme de manipulation génétique pour 1'intro-
duction de ce systéme dans diverses variétés.,

La manipulation génétique des plantes par 1'ADN recombinant
impliquant le transfert de l'expression de systémes génétiques a
modéle simple dans des plantes régénérées a partir de cultures
tissulaires sera probablement réalisée d'ici quelques années pour
de nombreux systémes. L'application ultérieure de cette techno-
logie a des systémes a impact économique important dépendra de la
rapidité avec laguelle toute une rérie d'objectifs de recherche
seront atteints. Il faut -iévelopper toute une gamme de vecteurs
d'expression, particuliérement pour l'utilisations dans les mono-
cotylédons, et des méthodes reproductibles pour la préparation
et la transformation des protoplastes provenant de plantes a
impact commercial, et pour la régénération de plantes entiéres a
partir de ces derniéres. Il faudra, a l'origine, concentrer les
efforts sur les caractéristiques économiquement importantes qui
sont contrélées par des génes uniques, et mettre au point les techniques
biochimigues et immunologiques nécessaires pour la purification de
ces génes. Certains codes génétiques pour la résistance aux
maladies dans diverses espéces pourraient &tre analysés de cette
facon en guise de préparation a l'introduction utilisant 1'ADN
recombinant, et certains génes sont déja disponibles, notamment des
génes bactériens qui spécifient des toxines qui sont pesticides.
Cet aspect est envisagé a la section ci-desscus.
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Nouveaux pesticides biologiques obtenus par le cénie génétique

Le génie génétique aura un impact considérable sur les produits
et l'utilisation des pesticides du type protéique comme les protéines
des spores pesticides de variétés du Bacillus tiuringiensis employées
comme pesticides commercialisés et actifs contre toute une série
de parasites des produits agricoles. On a également remarqué que
certaines souches de bacilles produisent des toxires actives contre
les vecteurs de la fiévre jaune, de la filiariose, de la malaria et
de la cécité des riviéres; la portée de ce géne r'est donc pas
limitée a 1l'agriculture. De nombreuses autces espéces de bactéries
et de champignons présentent un potentiel d'utilisation comme insecti-
cides et le génie génétique peut contribuer a l'amélioration de
leur valeur. Le code génétique pour la toxine d'une variété de
B. thuringiensis a été isolé et transféré a une autre espéce bacté-
rienne ou il a été exprimé. Il sera possible de le transférer dans
des plantes et de vérifier s‘'il peut étre rendu directement toxique
pour les insectes qui s‘'en mourrisent.

Fixation de 1'azote, photosynthése et autres processus végétaux complexes

n prétend souvent  que le génie génétique pourra étre
appliqué valablement & la production de nouvelles souches végétales
qui fixent 1'azote ocu ont un pracessus de photosynthése plus efficace.
Il est possible que 1'un ou l'autre, ou l'ensemble, de ces objectifs
soient atteints mais on estime généralement qu'ils seront vrai-
semblablement difficiles a réaliser et que cette réalisation néces-
sitera probablement de nombreuses années de travail. Il ne fait
cependant aucun doute que le ¢énie génétique a déja permi des progres
remarquables quant a la compréhension de cas deux processus, surtout
en matiére de fixation de 1'azote, qui constitient des traits géné-
tiques complexes contrdlés par un grand nombre de génes différents;
certains projets en ce domaine semblent &tre plus prometteurs parce
qu'ils sont orientés vers la manipulation de génes uniques. Plusieurs
rojets de ce type sont repris dans le programme de travail pour
la production d'engrais utilisant des systemes biologiqués. Ainsi,
an peut tenter, avec une certaine chance de succés, de manipuler
les génes de bactéries existantes qui fixent l‘azote pour les amener
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a adhérer aux racines de plantes importantes qui absorbent l'azote
fixé du sol. La concentration d'azote fixé doit, en principe,
axmenter dans les environs immédiats des racines.

Il est essentiel que les pays en développement prennent pleine-
ment conscience de l'importance des études de génie génétique
réalisées actuellement en matiére de fixation de 1l'szote. Les
programmes de génie génétique végétal et concernant les engrais qui
seront entrepris au CIGGB constitueront une source 4'informaticns
précieuses dans ¢ domaine.

Génie génétique et conditionnement des produits alimentaires

L'apparition du génie génétique est a l'origine d'une inter-
vention de plus en plus importante de la biotechnologie dans
1'industrie alimentaire. Elle est utilisée de maniéres multiples
et trés diverses parmi lesquelles l'application des enzymes am
corditionnement des aliments représente probablement 1'élément qui
a la portée la plus intéressante. L'utilisation des enzymes
relave d'une tradition longue et bien établie dans de nombreuses
sociétés: l'utilisation de chymosine (caille-lait) pour la
fabrication du fromage cr.stitue un exemple évident. En outre,
les activités enzymatiques sont essentielles a la fabrication dn
pain, de la biére, et a la distillation, et font partie de toute
une série de processus alimentaires anciens et répsndus. Avec
1'augmentation du nombre des enzymes disponibles sous forme partiel-
lement purifiée et en grandes quantités, leur utilisation est
aujourd’'hui devenue plus complexe et diversifiée. Actuellesen:,
environ 20 enzymes sont utilisés a échelle industrielle: amylases,
frotéases, amyloglucésidase, chymosine, lipases, oxydase de glucose,
pectinase, isomérase de glucose, etc. L'ensemble du marché de ces
enzymes représente environ 300 millions de dollars et le secteur
est en rapide expansion. ILs sont utilisés pour améliorer certaines
qualités des aliments, par exemple pour accroitre les propriétés de
stockage ¢ mme dans la transformation de lait en fromage ocu de
fruits en jus de fruit ou en vin, ou encore pour accroitre la valeur
nutritive conme dans la conversion de cellulose en glucose. Certains
enzymes sont devenus extrémement importants pour la fabrication de
nouveaux aliments ocu d‘additifs alimentaires. L'exemple le plus
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conm de ce type d'utilisation est constitué par une série d'acti-
vités enzymatiques, particuliérement 1'isomérase de gluccse, pour
produire a partir du mais un sirop a haute teneur en fructose. Ce
nouvel édulcorant refrésente a:jourd'mi envircn la moitié du marché
américain des édulcorants: il a dépassé le sucre de canne et de bet-
terave et affecte considérablement la production américaine ot étran-
gére de sucre. D'autres possibilités importantes d‘'innovations de .
ce type pourraient avoir des conséquences trés sérieuses pour les
pays en développement qui sont essentiellement des producteurs.

Les pays en 3éveloppement peuvent par contre utiliser la méme approche
globale pour innover i des fins qui leur sont spécifiques. On peut
citer a cet égard le recours a toute une série d'enzymes pour con-
vertir la cellulose en glucose a l'aide d‘'herbe, d'algues marines,
d'algues, de paille et d'autres déchets végétaux tels les résidus

de tournesol et de coton comme &léments de base. Un grand nombre
d'enzymes d'une grande valeur pour le ccnditionnement alimentaire

de ce type et convertissant 1l'amidon, la cellulose et 1l'hémicellu-
lose en glucose ou en xylose - ﬁ -amylases, amyloglucosidase, pul-
lulanase, ﬁ -glucanases, exlanase et ligninases - constitueront é&gale-
ment des éléments importants pour le développement des carburants
biologiques.

Le génie génétique affectera l'industrie alimentaire en mettant
a sa disposition, a plus grande échelle et a meilleur marché, une
gamme beaucoup plus vaste d'enzymes. Il affectera également la
production d'un grand nombre d'additifs alimentaires du type pro-
téique, comme par exemple les édulcorants du type thaumatine et
monelline. Ces protéines ont un pouvoir sucrant mille fois supérieur
a celui du sucre meis, ccmme ce sont des protéines, leur valeur calo-
rifique est plus faible cue celle du sucre. Elles sont produites
dans des fruits d'une région de 1'Afrique occidentale en quantités
reiactivement faibles, Les génes pour ces protéines pourraient
dtre transférés i des bactéries afin de conmander la synthes2 d'édul-
corants protéiniques dans le cadre de fermentations a grand: échelle.
Si le goQt de ces protéines les rend impropres a la consommation
comme produits de substitution pour le sucre, ou si les propriétés
physiques ne permettent pas leur incorporation dans certains aliments,
des mutagénéses spécifiques in situ peuvent &tre utilisées pour
c;éa: un certain nombre de dérivés présentant les caractéristiques
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souhaitées. Les édulcorants du type protéique, comme la minus-
cule protéine synthétique Aspartame, sont utilisés de plus en plus
fréquemment: si les protéines sont de grande taillz (supérieure

a celle d'une trentaine d'amino-acides, comme la thaumatine et la
monelline, par axemple) il est probablement plus rentable de les
produire par ies techniques du génie génétique que par synthese
chimique. Les implications de cette caractéristique pour les pays
en développement sont trés claires: la nouvelle technologie du
génie génétique permettra aux pays industrialisés de produire des
matiéres alimentaires qui étaient jadis 1'apanage des tropiques.

Dans les pays industrialisés, le génie génétique a été appliqué
de multiples facons 4 de nouveaux systémes agricoles et a des méthodes
novatrices de production et de conditionnement des aliments. L‘impact
peut &tre trés important, comme par exemple dans le cas du passage
du sucre de canne et de betteraveaux sirops a haute teneur en sucre
&l 3 la mise au point d‘un nouveau procédé bhiotechnologique utilisant
des enzymes. Le programee “gaschole" aux Etats-Uiis et des programmes
du méme type dans d'zutres pays pourront avoir des conséquences
encore plus considérables lorsque la consommaiion de 1'amidon, sous
la forme de mai's ou de manioc, et de sucre de canne et de betterave
passera du secteur alimentaire 3 celui de 1l'énergie. Le coiit
économique des matiéres alimentaires de base sera en réalité affecté
par le prix du pétrole. Si l'on met au point des procédés efficaces
de conversion de la cellulose en glucose, et en alcoo., le prix de
la cellulose sous forme de bois, paille, algues, herbe, etc.,
sera également affecté par le prix du pétrole. Il est impossible,

a ce stade, d'envisager toutes les ramifications de ces nouvelles
biotechnologies mais il ne fait aucun doute qu’'elles sont déja
crisidérables; de nouvelles pressions économiques s'exercent avec
force pour canaliser les excédents alimentaires, et particuliérement
le mals, vers le secteur des carburants utilisant la biotechnologie.

La nouvelle biotechnologie peut, dans un méme temps, étre
mise & profit par les pays en développement a des fins qui leur
sont spécifiques, notamment, comme c'est le cas au Brésil, pour leurs
programmes de carburants biologiques. En réponse a la chute des
prix mondiaux du sucre, les producteurs peuvent instaurer leurs
propres Trogrammes de fabrication de sirops a haute teneur en fructose
a partir de sucre de camne ou de betterave. i la cellulose devient
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une source importante de bio-carbucant, elle peut également le
devenir pour le glucose, proluit intermédiaire dans la prochuction
de ces carburants.

n comrend donc aisément )a portée de l'impact que le génie
génétique et la biotechnologie auront sur les pays en développement.
Cette section du programme de recherche du CIGGB a pour objectif
d'entreprendre des projets de revnerche qui aideront les pays en
développement a s'adapter et a appliquer la nouvelle te hnologie
aux domaines agricoles, forestiers et alimentaires appropriés.

I1 s'ag.ia de mettre l'accent sur la recherche sur les plantes, et
sur le conditionnement et la préservation des produits slimentaires
qui sont importants et pour lesquels ces techniques ne sont pas
appliquées dans les pays en développement. Certaines recherches
s'attacheront plvs particuliérement a de nouvelles méthodes de repro-
duction des plantes et notamment a la propagation par clonage a
partir de cultures tissulaires et a l'aide du génie génétique uti-
lisant 1'ADN recombinant. D‘autres recherches seront orientées vers
les applications du génie génétique pour la production d'enzymes
destinées a 1'industrie alimentaire; ceci entrainera la création de
systémes de clonage pour les levures et le Bacillus subtilis.
Ceux-ci sont essentiels a la production de matiéres utilisables par
1l'industrie alimentaire (parce que généralement considérés comme
acceptables par les réglementations portant sur les aliments qui par
contre interdisent les systémes i base d'Escherichia coli) mais ne
sont pas disponibles actuellement en raison de problémes de brevets.

Le CIGGB doit définir toute une série d'espéces végétales qui
sont importantes pour les pays en développement et déterminer des
ubjectifs de reproduction pour les plantes qui ne sont pas suscepti-
bles d'étre envisagées dans les pays industrialisés; ces objectifs
doivent également pouvoir étre atteints avec un maximum d'efficacité
par le recours combiné aux cul‘-ures tissulaires et au génie génétique.
Les plantes sélectironnées doivent comprendre des monocotylédons et
des dicotylédans. Actuellement, ces techniques sont surtout au
point pour ce qui concerne les dicotylédons mais il est indispensable
que le CIGGB prenne une part active au développement d'une nouvelle
technologie pour les monocotylédons: les céréales principales
appartiennent en effet a ce groupe.
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Le programme mettra essentiellement l'accent sur les plantes
alimentaires de base mais 1l'industrie forestiére devra également
faire 1l'ocbjet d'une attentian particuliere poursuivant le méme
objectif général: appliquer la nouvelle technologie du génie géné-
tique pour obtenir de nouvelles souches rapidement et a grande
échellie afin de contribuer au reboisement destiné a protéger les sols,
de fournir du bois de construction pour répondre aux besoins locaux
et d'exportation, et de s'insérer dans le cadre des programmes
agricoles énergétiques.

Le programme du CIGGB pour le conditionnement alimentaire se
concentrera sur la produc.ion d'enzymes, et plus particuliérement
ceux qui catalysent 1'hydrolyse des amidons de polysaccharides,
de la cellulose, de 1l'hémicellulose et de la pectine, ainsi que
sur 1'hydrolyse des protéines et de la lignine. Il faudra développer
toute une série de vecteurs de clonage pour exprimer les génes exo-
génes dans les levures et le B. subtilis. De tels vecteur: ne sont
pas disponibles, en partie en raison de leur grarde importance indus-
trielle pour les pays développés, mais ils sont essentiels, non
saulement aux programmes ¢ recherche du C1GGB, mais aussi aux
xogrammes nationaux de recherche dans les pays en développement.
Le but premier de cette se~tion du programme est de développer des
vecteurs pour les levures et le B. subtilis et de les appliquer
3 la production d'un petit nombre d'enzymes destinés au condition-
nement alimentaire. Ces enzymes seront choisis selon des critéres
de convergence d'intéréts entre lec programmes de carburant bio-
logique et de conditionnement des aliments.

B. ACTIVITES

Composantes de recherche et de développement

La recherche dans ce domaine sera menée par rleux équipes, 1'une
responsable de 1'application du génie génétique a la reproduction

des plantes, e¢L l'autre de son application a l'enzymologie 3u
conditionnement alimentaire.

L'équipe de génie génétique des plantes développera des
vecteurs ADN qui doivent dtre utilisés dans les plantes X impact

-

éconamique pour les pays en développement; ces vecteurs serviront
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a 1l'introduction de génes exogénes dans ces plantes par préparation
et transformation des protoplastes, et réyénération de plantes
atiéres a partir de ceux-ci, par exemple. Des génes exogénes uniques
pruront étre sélectionnés parce qu'ils conférent un caractére de
résistance aux parc=ites ou aux maladies, parce qu'ils amélicrent

les propriétés mutritionnelles, conférent une résistance aux herbi-
cides ou spécifient d'autres caractéristiques de valeur. Un dialogue
actif sera instauré avec 1'Orgeanisation des Nations Unies pour
1l'alimentation et l'agriculture (FAO), l'Institut international de
recherche sur le riz (IRRI) et d'aitres agences internationales afin
de coordonner ce programme et d'assurer le choix le plus judicieux
possible des espéces et des génes exogénes. Lle cas échéant, des
projets seront choisis en association avec les programmes nationaux
de recherche dans liés pays en développement. Ce groupe s'attachera
esseatiellement au développement et a 1'utilisation de vecteurs

ADN de plantes, basés sur les plasmides et les virus de 1'ADN des
plantes; il travaillera également a l'isolation et au génie géné—
tique de génes uniques présentant une importance économique potentielle.
Il se concentrera partiellement su. la mise au point de la nouvelle
technologie pour les monocotylédons en raison de 1'appartenance des
céréales a ce groupe et de lewr importance économique, et parce que
les vecteurs Ti disponibles actuellement ne semblent pas étre
efficaces pour ce groupe de plantes.

L'équipe travaillant au conditioniement des aliments élabo-
rera des systémes de vecteurs d'expression pour le B. subtilis et
les levures. Ils seront utilisés pour réaliser 1'expression de génes
exogénes codant pour toute une série d'enzymes intervenant dans
le conditionnement alimentaire. Il s'agit dans chaque cas de réz-
liser des souches de B. subtilis ou de levures afin de surproduire
ces enzymes, a l'échelle du laboratoire, dans un premier stade, et
ensuite a 1'échelle d'une usine pilote en conjonction avec le Groupe
de biotechnologie avancée au CIGGB. Les enzymes seront choicis an
accord avec les producteurs ou les utilisateurs d'enzymes dans les
pays en développement, et avec le Groupe bio-carburant au CIGGB.

Une attention toute particuliére doit étre arcordée a 1'enzymologie
de la dégradation de la ligno-cellulose par les insectes tropicaux,
la flore intestinale, les bactéries et les champignons tropicaux.
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Le groupe participera & un atelier annuel sur la technologie
du génie génétique. Il assumera Jdes responsabilités particuliéres
en matiére de formation a la conception et a l'utilisation des
vecteurs. Il organisera une série de réunions du groupe d'experts
pour faciliter l'application du génie génétique aux problémes de
reproduction des plantes et de conditionnement des aliments dans
les pays en développement. Ces réunions couvriront notamment des
sujéts divers tels les vecteurs de plantes, les effets économiques
et la biochimie des génes les plus importants dans les plantes,
1l'enzymolcgie de la tolérance saline, la diochimie et la génétique
de la fixation de 1l'azote, les pesticides polypeptidiques, mettant
tous l'accent sur des aspects spécifiques aux pays en développement.

Le groupe entretiendra et mettra a disposition des collections
de plantes, de vecteurs de levures et de B. subtilis, de bactéries
et de cultures tissulaires de plantes. Ces collections seront
adéquatement cataloguées et publiées afin que les scientifiques des
rays en développement puissent y accéder aisément. Le groupe réa-
lisera des manuels de protocoles expérimentaux qui seront mis a la
disposition des scientifiques des pays en développement; il pourra
étre consulté et collaborera a des projets entrepris dans ces pays.

le programme de travail devrait permettre d'cbtenir les
résultats suivants:

Application de 1'ADN recombinant a la reproduction des plantes

- Vecteurs ADN de plantes qui peuvent étre utilisés pour
introduire des génes exogenes dans les plantes qui sont
importantes pour les pays en développement, et plus parti-
culiérement les plantes alimentaires, y compris les mono-
cotylédons et les arbres forestiers, afin que ces génes soient
exprimés. Les vecteurs doivent étre distribués aux scien-
tifiques et aux instituts des pays en développement;

- Nouvelles souches de plantes qui ont été propagées végé-
tativement par culture tissulaire et manipulées génétiquement
a l'aide de 1'ADN recombinant. Les méthodes et les souches
doivent étre distribuées aux scientifiques et aux instituts
des pays en développement:
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- scientifiques et techniciens farmés dans ce secteur de la
recherche;

- Manuels de procédures expérimentales:

- Travaux des conférences et ateliers.

Application de 1'ADN recombinant au conditionnement alimentaire

Vecteurs ADN permettant 1'expression a haut niveau de génes
clonés dans le B. subtilis et les levures. Les vecteurs et les
méthodes doivent étre distribués aux scientifiques, aux industries
et aux ir itituts des pays en développemnt;

~ Souches de B, subtilis et de levures qui surproduvisent des
enzymes dégradant les polysaccharides comme la cellulase
d‘amidon, 1'hémicellulose et la pectine, et les cumposants
de lignine de la lignocellulose. Les méthodes et les
souches doivent &tre mises a la disposition des scientifiques,
des industries et des instituts des pays en développement;

- scientifiques et techniciens formés dans ce secteur de la
recherche:

- Mamels de procédures expérimentales;

- Travaux des conférences et ateliers.

C. PLAN DE TRAVAIL

Génie génétique des plantes et des systemes de conditionnement
alimentaire

lére année:

-~ Etablissement des priorités en matiére de recherche par le
Conseil des conseillers scientifiques;
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Etablissement de cultures tissulaires et de systémes de
régénération powr lec espaces de plantes sélecticnndes:

Etablissement d‘'une "technologie actuelle" de systémes de
clonage pour les plantes, les levures et le B. subtilis.

2me année:

Etudes biochimiques des systémes génétiques ol des génmes
uniques codent pour des caracteéres essentiels des plantes:

Isolation par clonage de génes qui codent pour des caractéres
essentiels des plantes:;

Etudes biochimiques d'enzymes qui hydrolysent les polysaccha-
rides et 1la lignocellulose:

Isolation par clonage de génes qui codent pour ces enzymes,

Développement de vecteurs de clonage pour permettre 1l'ex-
pression stable de génes exogénes dans les plantes, mono-

cotylédons y compris;

Développement de vecteurs de clonage permettant l'expressicn
inductible de haut niveau de génes exogénes dans le B. subti,is
et les levures:

Etudes complémentaires des cultures tissulaires et de rége-
nération des plantes.

3éme année:

Introduct’ on de génes exogénes essentiels et analyse de
1l'expression de ces genes dans les cellules de plantes en
cultures tissulaires;

Production de souches de levures ot de B. subtilis qui
expriment des génes codant pour la dégradation des poly-
saccharides et de la lignocellulose, a haut niveau:
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- Poursuite des études biochimiques des enzymes qui dégradent
les polysaccharides et la lignocellulose;

- Poursuite des études biochimiques de génes uniques codant
pour des caractéristiques majeures des plantes;

- Poursuite des études des cultures tissulaires et de la régé-
nération des plantes.

- Régénératicn de plantes a partir de cultures tissulaires
dans lesque.les des génes exogénes ont été clonés et ex-

»

primes:
- Essais pilotes de souches de levures et de B. subtilis;

- Application de la technologie a d'autres systémes génétiques
pour la oroduction de plantes et 1l'enzymologie du condi-
tionnement alimentaire.

- Application de la technologie a d'autres systémes;
- Essais sur le terraii de nouvelles souches de plantes:
-~ Essais pilotes des souches de levures et de B. subtilis.

D. COLLABORATION AVEC D'AUTRES INSTTIUTIONS

-~ Coordination avec l'Qrganisation des Nations Unies pour 1'ali-
mentation et 1'agriculture (FAO), 1'Institut international de
recherche sur le riz (IRRI), le PNUD et 1'UNESQO;

- Coordination avec les programmes nationaux de recherche dans .,
les pays en développement. '
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E. CONDITIONS PREALAELES

Lle caractére adéquat des qualifications universitaires des
stagiaires des pays en développement constitue une condition
préalable majeure. Ces stagiaires doivent avoir une excellente
formation en microbiologie, en physiologie et en génétique des plantes,
accompagnée d'une connaissance trés approfondie des techniques
analytiques.

F. BESOINS FINANCIERS

Les recherches des deux équipes ci-dessous seront réalisées
sous la direction d'un scientifique confirmé:

Le génie génétique des plantes

Il y aura, au nombre des quatre scientifiques travaillant dans
ce domaine, un expert en cultures tissulaires des plantes et un
expert en vecteurs ADN des plantes, ainsi que deux autres experts
ayant une expérience complémentaire adéquate dans des domaines tels
que la biochimie des génes majeurs des plantes affectant des carac-
téres a impact économique, les polypeptides, les pesticides. les
cultures tissulaires et la régénération des monocotylédons, les
cultures tissulaires et la régénération des arbres forestiers et
d'autres espéces ayant une importance économique pour les pays en
développement. L‘équipe doit comprendre deux scientifiques au
niveau du post-doctorat, quatre techniciens et six stagiaires.

L'application du génie génétique au conditionnement alimentaire

On trouvera, parmi les quatre scientifiques travaillant dans
ce secteur, un expert en biochimie et enzymologie du conditicnnement
des aliments, et un expert en génétique moléculaire du B. subtilis
(ou des levures). L'équipe comprendra deux autres scientifiques,
1'un expert en génétique moléculaire des levures (ou du B. subtilis)
et l'autre, expert en biochimis de 1'enzymologie de la dégradation
des pol&saocharides. L'un d'ertre eux doit &tre expérimenté en
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clonage de 1'ADN; un autre sclientifigue doit aveix +ravaillé dans
le domaine de la dégradation de 1la lignocellulose. L'équipe
comprendra également un scientifique au niveau du post-doctorat,
deux techniciens et quatre stagiaires.
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Budget quinquennal
Personnel (en milliers
A de dollars
E.U.)

(premiére année 40 X, deuxiéme année 60 X du fonctionnement total)

Scientifique confirmé 8 hommes/année 300
Scientifique 32 hommes/année 1:440
Scientifique, post-doctorat 12 hommes/année 288
Techniciens 18 hommes/année 408
Sous-~total 2.436

Gestion du centre et
personnel axiliaire 570

Total persomnel 3.006

Activités de fonctionnement

Scientifiques visiteurs 40 hommes/mois 320
Réunions groupes d'experts 4 100
Services conseils 30 hommes/mois 300
Formation 40 hommes/mois 900
Matériel d'information 30 30
Achats produits chimiques, etc. 76 unités-hommes/année 760
Associations 150
Divers (voyages, téléphone) 84
Total activités de fonctionnement 2.644

Total programme de travail 5.650
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ANNEXE I

Besoins en équipement

Installations centralisées

Le groupe devra avoir accés aux installations centralisées
comprenant ;

4 ultracentrifugeuses

2 compteurs de scintillations

1 microscope électronique

installations de priparation de milirux
lave-vaisselle

équipement de stérilisation

équipement de synthése des oligonucléotides
équipement de séquencement de 1°'ADN :
équipement de préparation des anticorns monoclonaux
laboratoires de contention

Bjuipements spéciaux pour cultures tissulaires, régénération et
croissance des plantes

Salles de cultures tissulaires:

Meuble pour cultures tissulaires avec températures contrilées
et systéme d'éclairage;

Hottes a débit laminaire;

Bpipement de culture des plantes, avec systémes de contrdle
de 1l'éclairage et de la température;

I1 est difficile d'évaluer les cofits. Prévoir 150.00C $ pour
frais divers.

Bn.ipement essentiel

4 centrifugeuses a vitesse moyenne, Sorvall RC5B, par exemple
15 centrifujeuses du type Eppendorf

1 machine a glace

2 spectrophotometres |

2 chambres froides a 4°C
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10 incubateurs orbitaux
10 bains-marie
20 2limentations
Byuipement d'électrophorese
4 collecteurs de fractionnement
2 fours a vide
8 incubateurs
2 microbalances
2 balances a chargement par le haut
2 pH metres
5 microscopes
8 congélateurs a -20°C
4 congélateurs a ~-70°C
10 réfrigérateurs du type domestique a fermeture horizontale
Bruipement d'autoraxdiographie
Appareil photo Polaroid
Boites a lumiére U.V.

Le colit total de 1'équipement essentiel s'élévera a environ
250.000 S.







