Document annexe au communiqué de presse

Le séquencage complet de la spiruline

histoire, et perspectives, d'une premiére genevoise

Le génome de la spiruline (plus connue des scientifiques sous le nom d’espéce
Arthrospira platensis) a été entierement séquencé et enregistré le 20 juillet dernier
dans la banque mondiale de genes GenBank [1] par un consortium genevois
réunissant une ONG a but humanitaire, Antenna Technologies [2], deux entreprises
privées Biorigin SA [3] et Fasteris SA [4], et une haute école spécialisée hepia [5]
(HES-so//Geneéve) représentée par son groupe de recherche Plantes et pathogénes.
Le résultat est que le génome total de la spiruline comprend environ 5 millions de
paires de bases (les unités de I’ADN). Par comparaison, le génome d’une bactérie
typiqgue ne mesure « que » 3 millions de paires de bases, alors que le génome
humain est... mille fois plus grand ! (3.4 milliards de paires de bases).

Mais quelles circonstances font qu’une ONG s’associe a des entreprises privées et a
une haute école spécialisée pour réaliser le séquencage d’une micro-algue
alimentaire?

1) Pétrole et spiruline

Il y a tout juste 50 ans, en octobre 1959, 'anthropologue et cinéaste Max-Yves
Brandily [6] reportait dans le journal Science & Avenir que les populations
Kanembou des bords du lac Tchad récoltaient, puis séchaient sur le sable au soleil,
une sorte d’algue qui entrait ensuite dans la préparation d’'une sauce, le dihé.
Brandily spécula que le micro-organisme récolté était de la chlorelle, dont il était
beaucoup question en ces années d’astronautique naissante. On comptait en effet
sur elle pour fournir l'oxygeéne aux passagers des futures stations orbitales
permanentes.

En ces années la, en pleine Guerre froide, tous les indicateurs faisaient craindre une
pénurie massive de protéines dans un monde en pleine explosion démographique.
Les nutritionnistes avaient donc a I'ceil toutes sortes de levures, champignons,
bactéries, et autres micro-algues a croissance rapide susceptibles de devenir la
nouvelle source massive de protéines a I’horizon de I'an 2000. Or, nombre de ces
micro-organismes sont capables soit de croitre sur des fractions spécifiques du
pétrole, soit de se contenter presque exclusivement de l'absorption du gaz
carbonique présent dans un milieu de culture par ailleurs complétement minéral.
Pour ces raisons, l'industrie pétroliere procédait a de nombreuses activités de
recherches conjointement avec des multinationales de I'agro-alimentaire, comme
Nestlé.



Les chercheurs de [lInstitut Frangais du Pétrole (IFP) réalisérent les premiers que
I’organisme décrit par Brandily ne pouvait étre de la chlorelle qui était notoirement
indigeste, et difficile a récolter méme avec les moyens techniques les plus
modernes. Apres avoir identifié que la présumée algue était en fait une
cyanobactérie parfaitement inconnue de la concurrence, I'/FP prit la résolution de
démarrer un programme massif de recherches scientifiques sur cet organisme, la
spiruline, qui allait durer une grosse dizaine d’années.

En déposant les premiers brevets résultant de ces recherches, I'l[FP se mit en
position de récolter les énormes dividendes que lI'on pouvait attendre d’une
production massive de protéines produite a I'aide du gaz carbonique émis aussi bien
par les raffineries de pétrole que par d’éventuelles centrales de production
électrique fonctionnant au fuel ou au charbon.

Tout ne se passa pas comme prévu. La population mondiale s’accrut plus lentement
gue ne l'avaient laissé croire les prévisions, I'industrie agroalimentaire préféra
s’'intéresser aux levures inodores et incolores qui pouvaient plus facilement étre
incorporées aux préparations alimentaires traditionnelles, et surtout
I'accroissement des rendements de production des céréales ordinaires — la
« révolution verte » — fit que I'on a pu se passer de sources de protéines aussi
exotiques que les organismes unicellulaires mentionnés plus haut.

Comble de malheur, la crise du pétrole de 1973 rappela dans toute sa cruauté aux
compagnies pétrolieres que leur mission premiere est de fournir du pétrole a la
société industrielle, et non pas de fournir les protéines manquantes aux populations
démunies du Tiers-monde.

Toutefois le vaste programme de recherche scientifique conduit par I'IFP, et
effectué en grande partie dans d’autres grandes institutions comme I'/INRA ou
I"'ORSTOM (maintenant IRD) avait permis de montrer que la spiruline possédait des
caractéristiques intéressantes pour certaines niches du marché.

C’est ainsi que dans le tiers de siecle qui a suivi cette crise du pétrole, on a continué
de cultiver la spiruline parce gu’elle produit de la phycocyanine, le seul colorant
naturel bleu intense qui soit comestible et qui intéresse de ce fait I'industrie des
cosmétiques et de I'alimentaire. La forte teneur en vitamine B12 et en précurseur
de la vitamine A a également attiré I'attention d’institutions charitables désireuses
de voir les populations les plus pauvres du Tiers-monde disposer d’'un moyen
autonome de lutter contre les carences alimentaires. Finalement, la plus grande part
de la production actuelle de spiruline est destinée au marché « diététique » des
nations les plus riches, le produit étant généralement vendu sous forme de gélules,
utilisé comme une sorte de comprimé stimulant et supervitaminé destiné aussi bien
aux sportifs d’élite qu’aux adeptes du New Age.



2) Une ONG contre la malnutrition

J. Falquet

Fondée il y a tout juste 20 ans en 1989, le but de 'ONG Antenna Technologies (AT)
est d’aider les populations les plus pauvres a couvrir leurs besoins fondamentaux.
Son financement provient de fondations, de dons privés et de fonds institutionnels.
AT fonctionne selon le principe de « 'ONG-relais » qui se charge de transcrire les
demandes spécifiques des populations concernées en un programme de recherches
qui puisse étre mené par une Institution scientifigue ou une Entreprise, puis de
retranscrire le résultat de cette recherche en un appareil ou une méthode que les
populations demandeuses puissent s’approprier durablement.

Le plus ancien des programmes de recherches encore en cours de cette association
(qui est en passe de se transformer en fondation) est celui de la culture
« artisanale » de la spiruline, destinée avant tout aux enfants souffrant de
malnutrition légére a modérée. Il faut savoir que ce probléme majeur attire moins
I'attention des donateurs que celui des personnes en graves famines du fait de
guerres ou de catastrophes naturelles. Pourtant, le fardeau des conséquences
cognitives, immunologiques et économiques est impressionnant pour les individus
frappés par ces carences « légéres ou modérées ».

Avec des moyens financiers infimes par rapport a ceux dont avait disposé I'IFP, des
méthodes de cultures simplifiées, mais slres, ont été développées par AT; en
particulier par Jean-Paul Jourdan et Jacques Falquet, son responsable de la
recherche scientifique. C'est ainsi que les conditions de pérennisations de ces
expériences en Inde et en Afrique ont été progressivement établies. Aujourd’hui, ce
sont des milliers d’enfants de plus d’'une douzaine de pays qui recoivent une ration
guotidienne de spiruline comme résultat direct de cette recherche.

La prudence s’'impose toujours lorsqu’il est question d’alimentation, spécialement
dans le cas d’enfants malnutris. Le séquencage complet de la spiruline va permettre,
entre autres, aux chercheurs d’AT de répondre a une inquiétude parfois manifestée
par certains biologistes : beaucoup de cyanobactéries peuvent en effet produire,
dans certaines circonstances, des toxines redoutables ; qu’en est-il de la spiruline ?
Méme si, depuis des décennies de consommation a travers le monde, le cas n’a
jamais été mis en évidence, I'absence de preuve de danger n’est pas la preuve
d’absence de danger... Or, le pouvoir de produire de telles toxines est inscrit dans



I’ADN ; c’est donc en analysant I'ensemble des genes de la spiruline que I'on pourra
déterminer avec certitude si cette micro-algue est totalement dénuée de ce genre
de risque.

3) Des Spirulines a objectifs médicaux

F. Haldemann

Francois Haldemann, céréaliculteur a Meyrin, et président d’AgriGeneve s’intéresse
depuis des années aux vertus de la spiruline. Hélas, cet organisme réclame pour une
croissance optimale des conditions de températures et d’ensoleillement qui ne
peuvent étre trouvées en Suisse, raison pour laquelle Francois Haldemann importe
sa propre spiruline de I'Equateur ou il a créé en 1998, sous le nom de Biorigin SA,
une compagnie de production de spiruline. Cette entreprise développe aussi de
nouvelles techniques de culture destinées a la production de spiruline
spécifiqguement enrichies en fer ou en zinc. Biorigin développe aussi depuis peu des
procédés d’extraction innovants des molécules actives de la spiruline.

On comprend que le séquencgage complet de la spiruline est d’un intérét primordial
pour Biorigin SA qui se doit d’étre a la pointe en matiére de connaissance de ce
micro-organisme, tant pour en contrbler la qualité qu’en vue de développer de
nouveaux produits.



4) La recherche au service de la communauté

F. Lefort (Photo L. Wunderli)

La plus jeune des trois institutions a |'origine de ce séquencgage est |’hepia, I'école
HES résultant de la fusion des écoles d’ingénieurs de Genéve et de Lullier, De ce fait,
on peut aussi considérer hepia (Haute Ecole du paysage, d’ingénierie et
d’architecture) comme la plus vénérable des trois partenaires. Basé au centre de
Lullier, le groupe Plantes et pathogénes de |'Institut de recherches Terre Nature et
paysage (ITNP) de hepia, dirigé par le Professeur Lefort, est, on s’en serait douté,
spécialisé dans |'étude de bactéries, micro-algues et autres champignons
(diagnostique  moléculaire, identifications d’espéces phytopathogénes ou
alimentaires, etc.). On y attend beaucoup a Lullier de ces organismes qui pourraient
avoir des intéréts industriels ou commerciaux nombreux en lutte microbiologique
contre les maladies des plantes, en dépollution des eaux usées et des sols, voire en
biotechnologie parapharmaceutique ; surtout ¢s’il s’agit d’organismes tres
spécifiques, dits extrémophiles. Or, la spiruline est précisément un de ces
organismes puisqu’il est capable de croitre dans un milieu minéral a I'alcalinité tres
élevée (pH allant jusqu’a 11) et dans des conditions de forte salinité. L'équipe du
Professeur Lefort a d’abord mis en place des cultures axéniques de spiruline, a partir
de cultures de la souche « Paracas » fournie par Antenna Technologies. Méme si peu
d’espéeces de bactéries sont capables de vivre en compagnie de la spiruline dans ces
conditions tres alcalines, certaines se développent toutefois et il a été tres difficile
d’obtenir des cultures pures de spiruline, absolument exemptes de toute autre
espéce de bactéries. Finalement Gautier Calmin, assistant du professeur Lefort, a
réussi apres de nombreux essais a obtenir les nécessaires cultures pures qui ont
enfin permis d’extraire I’ADN de la spiruline qui fut ensuite soumis a séquencage
paralléle de masse. Ce fut aussi a lui que revint le difficile assemblage du génome et
I'annotation des genes.



5) D’"une pierre trois coups

La confluence d’intérét entre les trois partenaires aux tailles, structures et missions
si différentes doit largement a la rencontre de leurs chercheurs et responsables et a
leur passion scientifigue commune. Pour les besoins de ses essais cliniques, AT a
déja plusieurs fois fait appel a Biorigin SA pour la fourniture de spiruline aux
caractéristiques certifiées; et il y a une longue tradition d’études effectuées pour
Antenna Technologies au sein de feu I'Ecole d’Ingénieurs de Genéve.

Si les trois partenaires n’avaient eu qu’un simple intérét pour le génome de la spiruline,
ils n"auraient eu qu’a attendre dans la mesure ou plusieurs équipes de par le monde,
souvent plus importantes, avaient annoncé s’étre déja lancées dans ce séquencage
complet: Genoscope en France [7] ou le « Human Genome Center » a Pékin en Chine.
Mais la connaissance d’un génome n’a pas qu’un intérét académique : il y a des intéréts
de type industriel, ou de santé publique. Attendre, c’était le risque de se voir privé du
libre acces a une séquence génomique brevetée par des entreprises privées, de la
possibilité de déposer d’éventuels brevets sur des utilisations de certains produits de
génes et finalement accepter I'éventualité que les consommateurs de spiruline
prennent un risque alimentaire.

En enregistrant le génome d’une souche particuliere Paracas de la spiruline dans
GenBank et en le rendant accessible publiquement et gracieusement a tous les
utilisateurs potentiels, le consortium genevois, opposé philosophiquement au
brevetage du vivant, a empéché le brevetage du génome de la spiruline, objectif avéré
de plusieurs concurrents. Cela permettra donc a toute personne intéressée d’aller plus
vite et plus loin dans les multiples utilisations possibles de la spiruline. Par exemple,
I'analyse fine de la séquence de la spiruline, par comparaison aux genes connus d’autres
cyanobactéries, et plus largement chez les bactéries, permet de savoir ce dont est
capable notre vedette et s’elle posséde des caractéeres favorables ou dangereux.

En acceptant de se partager les frais d’'un séquencage ultrarapide (dit séquencage
parallele de masse), nos trois mousquetaires ont pu faire appel a un quatrieme
également établi dans le canton de Genéve, la société Fasteris SA, qui comme son
nom le laisse supposer, s’est entierement focalisée sur la rapidité du séquencage
des génomes. C'est ce qui a autorisé la prise de risque du trio de démarrer un tel
séquencage complet de la spiruline bien aprés que d’autres se soient lancés dans
une telle aventure. Fasteris a été crée il y a tout juste 6 ans par Laurent Farinelli et
Magne Osteras, que Francgois Lefort connaissait depuis I'Université. Intéressé par
I'aventure, Fasteris a renoncé a son bénéfice et s’est impliqué a prix coltant pour
aider les trois partenaires.

Si 'on compare le génome a un livre de recettes de cuisines, les génes eux-mémes
sont les recettes proprement dites. En plus de ces derniéres, un tel livre contient en
général toutes sortes d’autres informations comme les noms des auteurs et
éditeurs, numéros de pages, photographies des plats ou autres indications de prix.
Ce qui nous intéresse réellement, c’est bien entendu I'analogue des ces recettes
elles-mémes : les génes. On sait les identifier parce qu’ils débutent tous par une
méme séquence, de méme que toute recette commence par un fragment qui



pourrait typiquement commencer par « Recette de.... »; et de méme il y a un texte
spécifique annongant la fin du texte.

Nous ne sommes malheureusement pas équipés pour « lire » directement un
génome comme on lit un livre de recettes de cuisine. Ce que I'on sait faire, revient a
lire au hasard de multiples fragments du « texte » ADN. Comme ces fragments se
chevauchent partiellement, on peut (a l'aide de beaucoup d’informatique)
reconstituer 'ensemble du « livre » un peu comme dans un puzzle.

Le séquencage est dit complet lorsque toutes les « recettes » ont été reconstituées.
Néanmoins, en raison des photographies et autres publicités éventuellement
présentes qui restent réfractaires a un tel processus de reconstruction du puzzle, les
recettes se retrouvent réunies en général en paquets non-contigus, ce qui explique
gue I'on peut avoir séquencé completement un génome sans avoir obtenu un
enchainement continu des génes comme dans I'unique chromosome de la spiruline.
Dans le cas qui nous intéresse ici, les recettes sont réparties sur 1820 morceaux ou
« contigs ». Ce n’est évidemment pas bien grave puisque cette non-contiguité est
déja a I'ceuvre en nous méme, le génome humain étant réparti sur 23 chromosomes
distincts...

6) Le séquengage complet : de la Big science a la Quick science

Les fondateurs de Fasteris ont co-inventé a Genéve en 1996 une technique de
ségquencage massivement parallele qui permet une lecture d’'une séquence d’ADN
1000 fois plus rapidement qu’avec les autres technologies, pour un co(t 1000 fois
moindre. Cela permit au consortium genevois de déposer les premiers un génome
presque entier de la spiruline, devancant leurs malchanceux concurrents de par le
monde qui, parce que ces derniers partis les premiers, nont pu qu’employer des
méthodes de séquengages plus chéres et plus lentes.

Pour une fois, la morale n’est pas sauve, le lievre ayant rattrapé et dépassé les
tortues. D’un autre c6té, c’est bien parce qu’une maitrise technique est assurée qu’il
est profitable de développer des savoir-faire spécifiques car la rapidité du
séquencage genevois de la spiruline n’est pas due qu’a la technique : les fragments
de séquences collectés par Fasteris, il restait a assembler correctement le vaste jeu
de dominos. Ce fut la tache de Gautier Calmin, assistant de recherche dans I'équipe
du Professeur Lefort, aidé par Marc Brown, brillant informaticien (Pardes Group) qui
a développé un nouvel algorithme d’assemblage des séquences fournies par
Fasteris.

L'originalité du travail de séquencage présenté ici résulte du fait qu’il s’agit d’une
recherche d’un genre relativement nouveau basé essentiellement sur I'existence
d’un réseau de chercheurs d’autant plus efficace qu’il est constitué de chercheurs
passionnés, et qui sont de ce fait préts a prendre des risques.

On observe peut étre bien la un des premiers passages, annoncé ou souhaité depuis
longtemps, de la « Big Science » a la « Quick science ». Rappelons que dans le
modele de la Big science, tel que suivi il y a un demi-siécle par I’Institut Frangais du



Pétrole, on a typiquement un vaste programme de recherches piloté par une grande
institution. Ce programme est fractionné en plusieurs sous-problemes dont la
résolution de chacun est déléguée a d’autres partenaires, souvent eux aussi de
bonnes tailles. En revanche dans le modeéle de la Quick science, comme [l'illustre la
démarche exemplaire du consortium genevois, plusieurs institutions, de tailles
diverses, se réunissent pour commander une étude spécifique a une entreprise
ultraspécialisée, de maniére a éviter les lourdeurs de la coordination, mais au prix
de la non exclusivité du résultat. La valorisation des résultats de la recherche résulte
en principe de la rapidité de la mise en ceuvre des enseignements de la dite
recherche plutét que de la prise de brevets.

Autrement dit, le modéle de la Quick science est une variante de I'idéologie « small
is beautiful » qu’il est bon d’envisager lorsque les enjeux financiers ne sont pas ultra
déterminants et que l'accent est mis sur le dynamisme des chercheurs et des
dirigeants des entreprises.

7) Perspectives

La spiruline possede a ce jour un réel potentiel comme réservoir de molécules
actives biologiquement. C'est notamment le cas pour la phycocyanine, contenue
dans la spiruline, qui révele une activité anti-inflammatoire pour les douleurs
articulaires. De plus, des extraits de polysaccharides de la spiruline ont démontré in
vivo des actions antivirales et hépato protectrices.

Toutefois, le plus grand débouché de la spiruline pourrait s’avérer étre son
utilisation dans un contexte d’écologie industrielle dans la mesure ou la perspective
de séquestration du dioxyde de carbone dans le sous-sol et dans les grands fonds
marins semble s’éloigner. En effet, les colits inhérents a de telles opérations et les
risques qui y sont liés sont loin d’étre résolus.

La question de la séquestration immédiate des grands émetteurs de dioxyde de
carbone comme les usines a ciment et les centrales au charbon reste cependant
posée. La spiruline nourrie par CO, pourrait alors jouer le role de puits de carbone
dans la mesure ou sa production serait orientée sur la production de lipides ou de
polysaccharides.

L'objectif de I'IFP, en son temps, avait été de fournir massivement des protéines aux
populations dénutries. Il est intrigant de penser que le séquencage complet de la
spiruline pourrait au contraire déboucher a terme sur une production massive de
lipides destinés a I'alimentation... de nos moteurs par I'intermédiaire d’une filiere
d’agro-carburants susceptible de lutter in fine contre I'effet de serre en réduisant
I'utilisation des hydrocarbures fossiles, mais sans empiéter sur les terres agricoles
comme le font les autres biocarburants tels que I’éthanol de canne a sucre ou I'huile
de palme.



La production de polysaccharides pourrait quant a elle déboucher sur une
valorisation par une filiere de bio polyméres. Ces derniers auront |'avantage de
séquestrer le carbone sur une durée encore plus longue.

N’oublions finalement pas l'intérét de la connaissance pure : est-ce que toutes les
variétés de spirulines alimentaires sont de la méme espéce, ou bien des espéces
voisines étroitement apparentées ? Et quel est le secret de la vie en milieu ultra
alcalin ? Vieux de 2 a 3 milliards d’années, notre minuscule filament vert pourrait
nous en apprendre long !
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