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Most mass reared insect can be exposed to entomopathogens with risk of infections, while the impact will depend notably on the environmental conditions, the nutritional feed quality and the microbiota composition of the insects. The yellow mealworm, Tenebrio molitor, is an edible insect mainly reared on cereal-based diets and other agricultural by-products, which can potentially expose the insect to entomopathogens as Bacillus thuringiensis (Btt) or Metarhizium brunneum. In this thesis question related to the evaluation on the impact of insect feed quality and the addition of two bacterial probiotics (alive/killed) on larval growth and susceptibility to two entomopathogens were addressed by performing in vivo experiments with a Btt strain active on Coleopteran larvae. The experimental protocols were based on free feeding method and larval densities values to mimicking the mass rearing environment. A first study contains results on Btt impact on yellow mealworm larval survival and growth and its persistence in larvae and frass. The results highlight direct correlation between larval body mass and entomopathogen susceptibility, larvae of higher mass being less susceptible. Effects on growth and feed conversion ratio of survivors showed significant impact for low mass larvae while less or no effect was recorded for higher mass larva. Btt was still recovered from larvae and frass 14 days after feeding with non-contaminated wheat bran, indicating a certain level of persistence, and therefore a potential risk in rearing facilities. A second aspect considered analysis on the bacterial microbiota composition and abundance to measure the impact on the microbiota and the persistence of the two probiotics and the bacterial pathogen. Two probiotic bacterial species, Pediococcus pentosaceus KVL B19-01 and Lactobacillus plantarum WJB were added in vital and deactivated form to wheat bran with and without egg-white powder, from egg hatching to early larval developmental stages.

Titre : Effets des aliments et bactéries probiotiques sur la santé de Tenebrio molitor et la résistance aux entomopathogènes Mots clés : larve de la farine, microbiote, bactéries probiotiques, Bacillus thuringiensis, nourriture, Pediococcus pentosaceus Résumé : La plupart des insectes élevés en masse peuvent être exposés à des entomopathogènes avec des risques d'infection, tandis que l'impact dépendra notamment des conditions environnementales, de la qualité nutritionnelle de l'alimentation et de la composition du microbiote des insectes. Le ver de farine, Tenebrio molitor, est un insecte comestible principalement élevé avec des régimes à base de céréales et d'autres sous-produits agricoles, ce qui peut potentiellement exposer l'insecte à des entomopathogènes comme Bacillus thuringiensis (Btt) ou Metarhizium brunneum. Dans cette thèse, la question liée à l'évaluation de l'impact de la qualité de l'alimentation des insectes et de l'ajout de deux probiotiques bactériens (vivants/tués) sur la croissance larvaire et la sensibilité à deux entomopathogènes a été abordée en réalisant des expériences in vivo avec une souche Btt active sur les larves des Coléoptères. Les protocoles expérimentaux étaient basés sur une méthode d'alimentation libre et des densités larvaire imitant l'environnement d'élevage de masse. Une première étude concerne des résultats sur l'impact du Btt sur la survie et la croissance des larves du ver de farine ainsi que sur sa persistance dans les larves et les excréments. Les résultats mettent en évidence une corrélation directe entre la masse corporelle des larves et la sensibilité aux entomopathogènes ; les larves de masse plus élevée étant moins sensibles. Le Btt était encore présent dans les larves et des excréments 14 jours après avoir été nourri avec du son de blé non contaminé, ce qui indique un certain niveau de persistance, et donc un risque potentiel dans les installations d'élevage. Un deuxième aspect a porté sur l'analyse de la composition et de l'abondance du microbiote bactérien afin de mesurer l'impact sur le microbiote et la persistance des deux probiotiques et de l'agent pathogène bactérien. Deux espèces bactériennes probiotiques, Pediococcus pentosaceus KVL B19-01 et Lactobacillus plantarum WJB, ont été ajoutées sous forme vivante et désactivée au son de blé avec et sans poudre de blanc d'oeuf, et ceci depuis l'éclosion des oeufs jusqu'aux premiers stades de développement larvaire. Globalement la présence d'agents entomopathogènes était la variable la plus significative affectant la croissance larvaire. Parallèlement à l'analyse des performances des insectes, la composition du microbiote bactérien a été analysée par séquençage de l'ADNr 16S avant l'exposition aux agents pathogènes (jour 0), ainsi qu'aux jours 3 et 14 après l'inoculation des agents pathogènes. Dans tous les échantillons, P. pentosaceus a été détecté dès le jour 0 tout au long du test, contrairement à l'espèce et Lb. plantarum qui n'était pas détectable. Le régime alimentaire contenant du blanc d'oeuf séché n'a montré aucune différence en ce qui concerne la richesse microbienne après l'apport de probiotiques, ce qui suggère une action antimicrobienne potentielle des lysozymes sur la communauté microbienne des insectes. Dans le régime alimentaire au son de blé, l'effet de l'apport de probiotiques vivants ou désactivés a été observé en termes d'abondance et de richesse des genres bactériens pour les deux régimes. Un troisième aspect visait à étudier dans quelle mesure la composition alimentaire (teneur faible et élevée en protéines) et l'ajout de probiotiques peuvent influencer la croissance larvaire et la composition protéique et lipidique de la larve. Dans l'ensemble, la composition chimique des larves était influencée par la composition du régime alimentaire et non par l'apport de probiotiques. Les résultats mettent en évidence la possibilité d'obtenir des larves avec un profil en acides gras nutritionnellement plus favorable pour l'humain et l'animal. Une discussion finale donne un aperçu des résultats obtenus et sur des perspectives basées sur des approches d'analyses omiques pour démêler les interactions hôtemicrobiote et régime alimentaire.

Overall, the presence of the entomopathogens was the significant variable that affected the larval growth. Along the analysis on insect performances, the bacterial microbiota composition by 16S rDNA sequencing pre-pathogen exposure (day 0), and at days 3 and 14 after inoculation with the pathogens was analysed. In all the samples, P. pentosaceus was detected from day 0 through-out the assay at the species level and Lb. plantarum was not detectable. The diet containing dried egg white showed no differences in relation to microbial richness after probiotic provision, suggesting a potential antimicrobial action of lysozymes on the insect microbial community. In the wheat bran diet, the effect of vital or deactivated probiotic provision was observed in terms of genera abundances and richness in the two diets. At day14, the bacterial community composition of the larvae was similar in all treatments, indicating that the pathogen did not establish at detectable level in the insect. A third aspect aimed to investigate to what level the feed composition (low and high protein content) and probiotic addition can influence larval growth and the protein and lipid composition of the larva. The experimental diets based on wheat bran, as in the former assays, were formulated by reducing the protein content by including potato starch. Overall, the chemical larval composition was influenced by the diet composition and not by probiotic provision. However, the provision of the probiotic strain resulted in larvae with FAMEs profiles characterized by an increment in MUFAs and PUFAs. The results highlight the possibility to obtain larvae with a fatty acid profile that is nutritionally more favorable for humans and animals. A Final discussion provides an overview on the obtained results in the context of insect a mass rearing and new technologies developed during these years. Perspectives based on omics-analyses approaches are suggested for unravelling hostmicrobiota and diet interactions.

RESUMÉ

Les systèmes de production alimentaires doivent répondre à l'augmentation de la demande de protéines animales, afin de pallier à la croissance de la population mondiale. Différentes sources de protéines pouvent se substituer, partiellement ou complètement, aux protéines d'origine animale, en réduisant l'impact environnemental des filières de production des aliments, tout en gardant une bonne valeur nutritive. Parmi ces sources les insectes comestibles ont retenu l'attention grâce à leur composition nutritionnelle et la capacité de certaines espèces d'être produites en élevage de masse, à avoir un index de conversion alimentaire avantageux, un faible métabolisme énergétique et une réduction des émissions des gaz à effet de serre par rapport à d'autres animaux de rente. La possibilité d'utiliser des sous-produits des filières agroalimentaires pour nourrir les insectes représente également un avantage pour la réallocation des ressources considérés comme déchets.

La plupart des insectes élevés en masse peuvent être exposés à des entomopathogènes avec des risques d'infection ; toutefois le risque dépend notamment des conditions de l'environnement d'élevage, de la qualité nutritionnelle de l'aliment et de la composition du microbiote des insectes. Le ver de farine jaune Tenebrio molitor, aussi appelé le tenebrion, est un des insectes comestibles élevés industriellement pour fournir des farines riches en protéines, et des huiles qui peuvent être intégré dans les aliments destinés aux filières piscicoles, avicoles, ou aux animaux de compagnie et même destinées à l'alimentation humaine. L'aliment, ou le substrat, utilisé pour l'élevage d'insectes est principalement composé par des régimes à base de céréales et d'autres sous-produits agricoles, ce qui peut potentiellement exposer l'insecte à des entomopathogènes appliqués comme agents phytosanitaires, par exemple les biopesticides tels que la bactérie Bacillus thuringiensis ou des champignons comme Metarhizium brunneum.

Dans cette thèse, la question liée à l'évaluation de l'impact de la qualité de l'aliment pour Tenebrio molitor et l'ajout de deux probiotiques bactériens (vivants/tués) sur la croissance larvaire et la sensibilité à deux entomopathogènes ont été abordés en réalisant des expériences in vivo avec Bacillus thuringiensis sv. morrisoni biovar tenebrionis, une souche de B. thuringiensis connue pour sa capacité à produire la toxine Cry3A active sur les larves de coléoptères, et Metarhizium brunneum, un champignon pour lequel la pathogénicité vis-à-vis de T. molitor avait été établie lors d'études préliminaires. Les protocoles expérimentaux utilisés ont été réalisés par ingestion libre d'aliments contaminés ou non par les pathogènes, afin de ne pas activer le système immunitaire par blessure si le pathogène avait été administré par injection, et avec une utilisation de densités larvaires élevées afin d'être proche des conditions d'élevage de masse industriel. Un deuxième aspect a porté sur l'analyse de la composition et de l'abondance du microbiote bactérien afin de mesurer l'impact du pathogène et de l'aliment sur le microbiote et la persistance des deux probiotiques et du pathogène bactérien lui même. Les méthodes utilisées sont basées sur les analyses de séquençages génomiques, barcoding 16S DNA ribosomal, de la communité microbienne présente dans les larves à différentes étapes de leur développement postinfection, afin de quantifier la dynamique microbienne dans la larve après exposition des larves aux probiotiques et aux entomopathogènes.

Un troisième aspect visait à étudier l'influence de la composition de l'aliment sur la croissance larvaire et sa composition protéique et lipidique par la réduction de la teneur en protéines et par l'ajout de probiotiques à l'aliment ; cette étape a été effectuée en utilisant des méthodes d'analyse biochimique des macronutriments.

Le manuscrit de cette thèse est composé de 7 chapitres.

Le Chapitre 1 consiste en une introduction générale sur plusieurs aspects développés dans les chapitres suivants. Tout d'abord est adressé l'état de l'art de la consommation d'insectes dans le monde, en se concentrant sur le cycle de vie de Tenebrio molitor et ses applications dans un contexte d'économie circulaire. Il décrit, notamment, l'élevage en masse d'insectes à des fins alimentaires humaines et animales, ainsi qu'une brève présentation des infections entomopathogènes, tout en soulignant l'importance de suivre les bonnes pratiques de fabrication et les directives HACCP pour réduire le risque des pathogènes dans la production d'insectes. Ce chapitre présente ensuite les deux pathogènes de l'étude, Bacillus thuringiensis sv. morrisoni biovar tenebrionis (Btt) et Metarhizium brunneum (Met), leur biologie et les méthodes d'infection afin de préparer le lecteur aux chapitres expérimentaux 4 et 5.

Bacillus thuringiensis est une bactérie Grampositive sporulante, caractérisée par sa capacité de produire des toxines insecticides qui s'accumulent sous forme d'inclusions parasporales en fin de sporulation, ces toxines possèdent une activité larvicide. De nombreuses souches de cette bactérie ont été isolées et certaines produisent des toxines spécifiquement actives vis à vis des insectes ravageurs de cultures ou de grains de stockage. Ces capacités sont utilisées dans le control biologique des insectes de plusieurs ordres avec un impact environnemental négatif moindre que des insecticides chimiques à spectre large. Dans cette thèse, la souche de Bacillus thuringiensis sv. morrisoni biovar tenebionis a été sélectionnée pour sa capacité à produire la toxine Cry3Aa active sur les Coléoptères, tel que T. molitor. Metarhizium brunneum est, quant à lui, un champignon saprophyte utilisé en lutte biologique. L'efficacité de différents isolats de ce champignon, contre plusieurs espèces appartenant à l'ordre des coléoptères, a également été établie. La capacité de l'espèce de pénétrer la cuticule des insectes par l'action de protéases et d'autres enzymes et par la formation d'appressorium, lui donne la possibilité aussi de se reproduire dans l'insecte, d'abord par la production d'un mycelium et ensuite de blastospores ou conidies, qui causent respectivement la mort et la propagation efficace des champignons. Dans cette thèse, la pathogénicité de M. brunneum KVL 12-30 et Btt a été testée sur les larves de T. molitor en conditions similaires aux conditions industrielles et en présence de probiotiques.

Les microbes bénéfiques (probiotiques) et leur application sont ensuite décrits, avec notamment deux sections dédiées à Pediococcus pentosaceus et Lactobacillus plantarum, les deux probiotiques que nous avons sélectionnées pour cette étude, en raison de leur capacité à produire des substances antimicrobiennes (pédiocines et acides organiques). P. pentosaceus KVL B19-01 a été isolée de l'intestin de la larve du T. molitor et son activité probiotique a été préalablement décrite dans plusieurs études. Par ailleurs, une activité probiotique de L. plantarum WJB a également été décrite qui s'est traduit par une meilleure croissance de Drosophila melanogaster en conditions de sous nutrition. Dans ce chapitre, la biologie et les applications technologiques de ces deux probiotiques sont décrites ainsi que les raisons qui ont conduit à leur utilisation dans ce travail de thèse. Le chapitre se conclu par une description des objectifs et par la présentation des grandes lignes de la thèse.

Le Chapitre 2, présente une revue publiée (Carlotta Savio, Loretta Mugo-Kamiri and Jennifer K. Upfold (2022) Bugs in Bugs: The Role of Probiotics and Prebiotics in Maintenance of Health in Mass Reared Insects. Insects 13(4), 376. https://doi.org/10.3390/insects13040376) qui porte sur les interactions insectes-microbiote, et plus particulièrement sur le rôle des probiotiques dans le maintien de la santé des insectes, de leur apport en nutriments et sur leur impact sur le comportement de l'hôte, permet de mettre en avant la complexité du système. Des exemples sur plusieurs espèces d'insectes démontrent que lorsque des micro-organismes spécifiques sont fournis sous forme de compléments alimentaires, la reproduction, la conversion de l'aliment et la croissance des insectes est augmentée ; la santé des insectes est également améliorée, notamment en cas de carence nutritionnelle ou d'infection par des pathogènes. Une section de la revue contient les définitions des probiotiques et des prébiotiques ; une autre décrit leur utilisation générale chez les insectes élevés pour l'alimentation humaine et animale, en répertoriant les bactéries et les champignons déjà testés sur les espèces d'insectes d'intérêt dans le secteur de l'élevage de masse comme Tenebrio molitor, Hermetia illucens et Bombyx mori, ainsi que les produits déjà présents sur le marché. Le chapitre 2 présente également des méthodes de sélection de souches bactériennes probiotiques ainsi que des méthodes de séquençages métagénomiques utilisées pour l'identification microbienne à partir du microbiote des insectes. La discussion porte sur les méthodes telles que l'isolement et les tests in vitro et in vivo pour prouver les propriétés probiotiques, conformément à la législation en vigueur.

Les tests in vitro comprennent la caractérisation biochimique, morphologique et les capacités d'adhésion des souches et leur tolérance au cellules intestinales. Plusieurs de ces analyses sont mentionnées dans la revue comme la capacite de produire des peptides antimicrobiens, la détermination de la concentration minimale des antibiotiques nécessaire pour inhiber la croissance des souches pathogènes in vitro en utilisant la technique de l'Agar spot.

Les approches in vivo décrivent, quant à elles, les méthodes de formulation des produits, l'évaluation des effets sur les performances des insectes après l'apport des souches probiotiques ainsi que les études sur la modulation des systèmes immunitaires et métaboliques. Des études portant sur la sécurité sanitaire des souches sont également nécessaires pour afin de détecter la présence éventuelle de gènes de virulence et des traits pathogéniques. La phase de commercialisation est prise en compte avec l'évaluation de la valeur économique et des législations pour aboutir aux produits commercialisés. Enfin, dans ce chapitre, les perspectives sur les applications des probiotiques dans la production d'insecte en élevage de masse sont discutées.

Le Chapitre 3, consiste également en un article de synthèse publié (Anna Ruth Slowik, Pascal Herren, Edouard Bessette, Fang Shiang Lim, Luis Hernández-Pelegrín, Carlotta Savio (2023). Harmful and beneficial symbionts of Tenebrio molitor and their implications for disease management. Journal of Insects as Food and Feed, 1-16. https://doi.org/10.3920/JIFF2022.0171) qui porte sur Tenebrio molitor et ses symbiotes bénéfiques et nuisibles dans les systèmes d'élevage de masse. En effet, les conditions rencontrées dans un système d'élevage de masse, à savoir, leur densité élevée et les conditions de confinement, peuvent rapidement aboutir à la détérioration de l'élevage par les agents pathogènes et les parasites ; cette situation nécessite, par conséquent, la mise en place de méthodes de En fin du chapitre le rôle des symbiotes bénéfiques est considéré, en effet leur présence peut conduire aux performances améliorées et à une protection contre les agents pathogènes. Une liste des symbiotes bénéfiques du ver de farine jaune est fournie ainsi que leurs effets sur ses performances et leur contenu nutritionnel. Connaissant l'importance des symbiotes dans de la santé des insectes, les stratégies du maintien d'un microbiote optimal et les applications bénéfiques des symbiotes sont ainsi abordées.

Dans le Chapitre 4, sont décrits des résultats des recherches expérimentales sur « l'impact de Bacillus thuringiensis sv. morrisoni biovar tenebrionis sur plusieurs stades larvaires de Tenebrio molitor. L'inclusion de sous-produits de la production céréalière et maraîchère dans l'alimentation du ver de farine jaune augmente la probabilité d'infection par Bacillus thuringiensis sv. morrisoni biovar tenebrionis (Btt), un entomopathogène utilisé dans la lutte biologique contre certaines espèces de nuisibles de la famille des coléoptères. Le dispositif expérimental a été conçu en imitant certaines conditions d'élevage de masse en respectant la densité larvaire recommandée par la société YNSECT. Les tests dose-réponse sont effectués par ingestion libre de son de blé contaminé par des suspensions de préparations de spores-toxines de Btt pendant 72 heures. L'étude porte sur l'impact du Btt sur la survie et la croissance du ver de farine jaune ainsi que sur persistance de Btt dans les larves et dans les excréments. Les résultats mettent en évidence la corrélation directe entre le poids des larves et la sensibilité à Btt, les larves de poids plus élevé étant moins sensibles. Les effets sur la croissance et le taux de conversion de l'aliment des survivants ont montré ́ un impact significatif pour les larves de faible poids, tandis que moins ou pas d'effet sont observés pour les larves de poids plus élevée. Le Btt était toujours présent chez les larves et dans les excréments 14 jours après avoir été nourri avec du son de blé non contaminé, ce qui indique un certain niveau de persistance, et donc un risque potentiel dans les installations d'élevage.

Le Chapitre 5, concerne une deuxième étude expérimentale, dont l'objectif était d'évaluer l'impact de l'ajout de deux probiotiques bactériens et d'une poudre de blanc d'oeufs sur la croissance de T. molitor des jeunes larves. Un deuxième aspect concernait l'impact de ces suppléments alimentaires sur la composition du microbiote intestinal et un troisième aspect le possible impact sur la sensibilité à l'infection par les larves avec les deux entomopathogènes. Deux probiotique bactériens, Pediococcus pentosaceus KVL B19-01 et Lactobacillus plantarum WJB, ont été ajoutés, soit sous forme vivante, soit inactivés, dans deux formulations d'aliments composés par le son de blé, avec ou sans ajout de blanc d'oeuf. La supplémention des sources de probiotiques était effectuée depuis l'éclosion des oeufs jusqu'aux premiers stades de développement larvaire (autour de 20 mg). Les larves ont ensuite été exposées pendant 72 h, soit à B. thuringiensis, soit à M. brunneum ou à leur combinaison, par ingestion libre de son de blé ou son de blé +blanc d'oeuf mélangés avec les pathogènes.

La survie et la croissance des larves, nourries sur aliment non contaminé, ont ensuite été évaluées pendant 14 jours. Les résultats ont montré que l'apport de P. pentosaceus permettait une augmentation de la survie en cas de co-infection, suggérant un rôle protecteur, aussi bien sous sa forme vivante qu'inactivée. D'autre part, les larves nourries avec L. plantarum présentaient une prise de poids accrue mais pas une augmentation de la survie, suggérant plutôt un rôle favorable dans les voies métaboliques. Dans le régime alimentaire avec le blanc d'oeuf, les larves n'ont pas était impactées par le les pathogènes, ce qui suggère un rôle protecteur du blanc d'oeuf contre les infections. Dans l'ensemble, la présence d'agents entomopathogènes était la variable affectant la croissance larvaire significativement. Parallèlement à l'analyse des performances des insectes, la composition du microbiote bactérien a été analysée par séquençage de l'ADNr 16S avant l'exposition aux agents pathogènes (jour 0), ainsi qu'aux jours 3 et 14 après l'inoculation des agents pathogènes. Les objectifs de cette étude étaient d'étudier les pathogènes et la persistance des probiotiques ainsi que les effets du blanc d'oeuf sur la dynamique bactérienne. Dans tous les échantillons, P. pentosaceus a été détecté dès le jour 0 et tout au long du test, tandis que L. plantarum n'a été détecté à aucun moment. Les genres microbiens les plus représentés étaient Enterobacteriaceae, Lactococcus et Staphylococcus. Le régime alimentaire contenant du blanc d'oeuf séché n'a pas montré une différence en ce qui concerne la richesse microbienne après l'apport des probiotiques, ce qui suggère une action antimicrobienne potentielle des lysozymes sur la communauté microbienne des insectes. Dans le régime alimentaire au son de blé, l'effet de l'apport de probiotiques vivants ou inactivés a été analysé en termes d'abondance et de richesse des genres dans les deux régimes avec et sans blanc d'oeuf. Au jour 14, la composition de la communauté bactérienne des larves était similaire dans tous les traitements, ce qui indique que Btt n'a pas colonisé les larves à un niveau détectable chez l'insecte. La discussion du chapitre porte sur la nécessité d'effectuer des études sur les effets des bactéries probiotiques sur le métabolisme et le système immunitaire des insectes.

Le Chapitre 6, porte sur les effets de l'apport de probiotiques et de la composition d'aliments, plus au moins riches en protéine) sur les performances des larves de T. molitor, leur teneur en protéines et leur composition en lipides. La sélection de l'isolat probiotique Pediococcus pentosaceus KVL B19-01 pour cette étude s'est appuyée sur les résultats du chapitre expérimental 5. Dans cette étude, les effets de l'apport en probiotiques et de la composition des aliments ont été mesurés lorsque le poids des larves ont atteint la valeur de 120 mg. Les régimes expérimentaux à base de son de blé, comme dans les essais précédents, ont été modifiés en réduisant la teneur en protéines par inclusion de fécule de pomme de terre afin d'augmenter la quantité de carbohydrates pour obtenir en trois concentrations différentes de protéines. La croissance larvaire était similaire pour tous les régimes au cinquantième jour, montrant des différences entre la provision de source probiotique vivante et toue après 40 jours d'élevage. Une analyse semi-quantitative du profil des acides gras des larves de T. molitor a été réalisé par GC-FID. Les résultats indiquent que l'apport de probiotiques inactivés améliore la production et le stockage d'acides gras dans le corps des larves nourries avec un régime pauvre en nutriments. Dans l'ensemble des macronutriments, la composition chimique des larves était influencée par la composition de l'aliment et non par l'apport de probiotiques. La concentration protéique des régimes alimentaires et des larves était analysée par la méthode DUMAS avec le facteur de conversion 5.26 et 4.76 respectivement. L'analyse de la composition en lipides a été réalisée avec une extraction Soxhlet et la caractérisation semi-quantitative des esters méthyliques d'acides gras (FAME) après évaporation des échantillons sous vide avec GC-FID. Cependant, l'apport de la souche probiotique fait apparaitre des profils en FAME caractérisés par une augmentation des acides gras mono et poly insaturés (AGMI et AGPI). Les résultats mettent en évidence la possibilité d'obtenir des larves avec un profil en acides gras nutritionnellement plus favorable pour l'homme et l'animal avec une augmentation de la composition en acide oléique (C18:1), linoléique (C18:2) et arachidonique (C20:4) dans les larves élevées avec le probiotique inactivé. La discussion, quant à elle, porte sur l'activation des voies métaboliques après l'apport des bactéries bénéfiques qui pourrait expliquer une augmentation de la production des lipides et leur stockage dans les stades larvaires. Dans d'autres études, l'apport d'autres espèces en tant que probiotiques comme Bacillus subtilis, Bacillus toyoniensis et Enterococcus faecalis ont montré une augmentation de croissance larvaire. L'intérêt commercial potentiel de la supplémentation en souche probiotique pour obtenir des insectes ayant un profil nutritionnel spécifique est également discuté, ainsi que la mise en évidence la possibilité d'utilisation de sources désactivées. Au final, il ressort que des analyses métagénomiques sont nécessaires pour bien comprendre les voies métaboliques activées par le rajout des bactéries bénéfiques.

Dans le Chapitre 7, les principaux résultats des travaux de thèse sont discutés dans le contexte de l'élevage de masse d'insectes en lien avec les nouvelles technologies développées au cours de ces dernières années. Dans une première section, la durabilité de la production des insectes comestibles à des fins alimentaires humaines et fourragères est présentée, en considérant leur impact environnemental leur durabilité sociale dans un monde avec une population en croissance continue. La faible-émission de CH4, l'utilisation des sous-produits et la possibilité d'utiliser l'insecte entier conduit à une réduction des déchets au cours de la production par rapport d'autres filières de production de protéines. De plus, il est souligné que l'élevage des insectes représente une source de sécurité économique pour des populations rurales dans des pays pauvres, et un comme un moyen d'insérer une partie des populations, autrement exclues, dans la société. La nécessité d'étudier et comprendre le bien-être animal pour les besoins d'une conception optimale des systèmes d'élevage est également discutée.

La structure de l'environnement d'élevage de masse et des variables qui affectent la santé des insectes dont ensuite discutées. Des variables environnementales telles que la température, l'humidité et la vibration mécanique font partie des facteurs clés pour bien préserver la santé des insectes et obtenir des performances optimales. La structure des locaux et les technologies utilisées dans l'élevage jouent un rôle important pour les régler.

La section suivante donne un aperçu de l'état actuel des exigences de sécurité, ainsi que des informations et des perspectives sur l e s approches qui pourraient être appliquées pour mettre en oeuvre les bonnes pratiques de fabrication et ainsi garantir la sécurité sanitaire des insectes et des consommateurs. La volonté d'utiliser des déchets de différentes origines comme substrats alimentaires pour les insectes conduit à la nécessité d'effectuer des études sur la croissance et sur la persistance des pathogènes responsables des maladie humaines chez l'insecte pendant la phase d'élevage mais aussi après leur transformation. La détection des symptômes doit être associée aux méthodes génomiques afin d'être en mesure d'identifier et de quantifier les pathogènes et prévenir leur installation dans l'élevage. L'utilisation de l'intelligence artificielle est aussi proposée pour trier les individus surla base de leur couleur or de leur taille. L'observation et la localisation des pathogènes dans les tissus pourrait aussi être effectué par hybridation nucléotidique, (FISH), par microscopie 3D ou via des techniques d'histologie.

Une autre section a mis l'accent sur la nutrition des insectes et son rôle dans la composition nutritive des farines d'insecte, soulignant l'importance d'un bon niveau de protéine dans l'aliment pour les larves afin de maintenir les voies métaboliques et la production de lipides. Le besoin minimal en nutriment a été largement étudié pour plusieurs espèces d'insectes d'intérêt économique, identifiant le groupe des vitamines B et la carnitine comme composants essentiels du régime alimentaire de T. molitor p our lui permettre de réaliser son développement et éviter l'apparition de malformations chez les adultes.

La formulation du régime alimentaire des insectes apparait donc comme étant un facteur essentiel pour l'obtention d'insectes présentant un profil nutritionnel optimal pour l'alimentation animale et la consommation humaine. Les teneurs en lipides et en protéines varient en fonction du rapport glucides/protéines et de la qualité des lipides présents dans l'aliment. Le métabolisme diffère selon les stades de vie des insectes. Il est possible de modéliser le stockage des protéines et des lipides pour répondre aux besoins des différents secteurs comme l'alimentation animale ou des applications cosmétiques. D'autres études ont rapporté qu'une inclusion plus élevée de lipides dans l'aliment entraînait une diminution des concentrations de graisse dans le corps larvaire et une diminution de la reproduction et des performances. Dans cette thèse, les régimes expérimentaux fournis ne n'ont pas permis de mettre en évidence une variation significative en terme de profils en acides gras. Par contre, chez les larves nourries avec la souche probiotique, une teneur accrue en graisses a été observée, conformément à ce qui a été rapporté pour Hermetia illucens et les larves de vers de farine jaune nourries avec de la levure. D'autres études ont montré un teneur en graisse larvaire plus faible après l'apport de Bacillus subtilis ou de Bacillus toyonensis et une croissance larvaire améliorée. facteurs génétiques ou environnementaux particuliers.

En perspectives sont proposées des approches basées sur des analyses omiques afin de déterminer les interactions hôte-microbiote et régime alimentaire. Fournir des régimes alimentaires différents et des symbiotes bénéfiques à des étapes spécifiques du cycle de vie peut modifier l'expression des gènes de l'insecte sur une période prolongée, agissant non seulement sur les performances mais aussi sur le système immunitaire et la voie métabolique, favorisant la production d'acides aminés et de lipides ou des peptides antimicrobiens optimaux pour la santé et la reproduction des insectes. 

Eff ects of feed and probiotic bacteria on Tenebrio molitor performance and entomopathogen susceptibility
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de elopmental chart. he photographs ere optimi ed for increased depth of field b using the photo stac ing techni ue, in order to produce macro photographs in hich all details of the insect are in focus. his as done b ma ing multiple images focused at arious distances ith a camera ( anasonic c mounted on a tac shot automated macro rail ( ognis s, ra erse cit , M ,
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epending on the magnification and si e of the insect, bet een 0 and 1 0 images ere ta en to produce one photograph that sho s the entire insect in focus ( ans mid, aborator of ntomolog , ageningen ni ersit ,

).

Chapter 1 General wor flow and screening techni ues to characterize strains probiotic potential prior to commercialization. Phases 1 and 2 display the identification of candidate strains and isolation methods phase 3 offers different in vitro and in vivo techni ues for characterizing the probiotic potential. Fundamental in vitro safety assays are also listed. Phase 4 highlights two ma or factors that also need evaluation prior to the probiotic being used commercially. . pseu o bassiana 2 (L) hite fungal outgrowth and subse uent production of white conidia an i a . albicans 5 (L) . neoformans 5 (L) n.i.a.
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a ri m . erbarum 1 (L) Growth inhibition ari m . avenaceum 6 (L) . culmorum 6 (L) . e uiseti (L) . nivale (L) . roseum (L) . tricinctum (L) Growth inhibition etar i i m . anisopliae ,9 (L,A)
. brunneum 2,10,11,12 (L)

. flavoviri e 2,13 (L) . gui ouense 2,11 (L)

. ma us 14 (L) . pings aense 2 (L) . robertsii 2,[START_REF] Kleespies | atte ia sp. 11 (n.i.a.) n.i.a. Steinina S. ovalis 2[END_REF]12 Tenebrio molitor bio ar (btt), 12 0 (met) or both pathogens (met btt). fter 2 h of star ation (blac line), the lar ae ere e posed to the entomopathogens or sterile ater (c) b free feeding method for 2 h (red lines), follo ed b 11 da s of pro ision of uninfected feed ( or diet) and ater agar e er 2 da s (green lines). • ability to survive the passage through the harsh gastrointestinal tract (GIT) conditions;

Tenebrio molitor

• high resistance to gastric acidity and bile content;

• produces metabolites to inhibit or kill pathogenic bacteria;

• has undergone trials in vitro and in vivo that demonstrate its benefits. 

General discussion

Propositions 1 . 4 .

 14 Interactions between the host and beneficial symbionts are essential for maintaining host health. (this thesis) 2. Provision of a given probiotic decreases the incidence of pathogen infection in mass -reared insects. (this thesis) 3. The publication of studies with non-significant findings makes research more efficient. Changing the definition of intelligence to a non-anthropocentric point of view will lead to increased respect for all living organisms. 5. Supporting diversity, equality and inclusiveness in the work environment improves employees' health. 6. The application of artificial intelligence accompanied by the establishment of ethical standards will lead to increased inclusiveness. Propositions belonging to the thesis entitled: "Effects of feed and probiotic bacteria on Tenebrio molitor performance and entomopathogen susceptibility" Carlotta Savio Wageningen, 20 November 2023 Effects of feed and probiotic bacteria on Tenebrio molitor performance and entomopathogen susceptibility Carlotta Savio Effects of feed and probiotic bacteria on Tenebrio molitor performance and entomopathogen susceptibility Carlotta Savio é Tenebrio molitor

  Figure . life c cle and its application in a circular econom s stem gnes e asse ( M team, Micalis, , ou en osas, F ) (inspired b F anel on utrition, o el Foods and Food llergens ( ) et al., 2021 an roe ho en et al., 201 an uis, 201 ) (d da s).

Figure 3 .Figure .

 3. Figure 3. iseases and disorders in ello meal orm obser ed b the ni ersit of openhagen and ntomo Farm ( , ). mptoms of infection b fungi such as (1, 2) ( ), bacteria such as ( ) or others ( , ) and effects of mechanical in ur ( ). utput from the nsect octors consortium ( ecoc et al., 201 ).

  Figure .(light microscopic obser ation magnification 100, bar μm)tob ill l nt r m

  Figure .inhibition assa performed on M agar and for testing ( ) and 1 01 ( ) isolates antimicrobial acti it against s bio ar ( ) follo ing the method pre iousl applied b rau et al.,(201 ). and control plates.

  Harmful and beneficial symbionts of Tenebrio molitor and their implications for disease managementHarmful and beneficial symbionts of Tenebrio molitor and their implications for disease managementHarmful and beneficial symbionts of Tenebrio molitor and their implications for disease management

  Harmful and beneficial symbionts of Tenebrio molitor and their implications for disease management Harmful and beneficial symbionts of Tenebrio molitor and their implications for disease management
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 .34. Figure . tt spore counts (log F mg feed) after da s of incubation at 2 and 0 . tt load as stable during the da s of infection. ( tt 0 control treatment ( ater) tt 0. 0. g to in mg feed, tt 1 1 g to in mg feed) ill t rin ien i T molitor

Figure .

 . Figure . ro th cur es of lar ae (mg FM,fresh matter) during the 1 da s of assa for four classes of biomass at the start of the assa . mg lar ae mg lar ae 10 mg lar ae and 0 mg.

  e

  Impact of probiotics and egg white on T. m o l i t o r growth, microbial composition and pathogen infectionChapter 5e . omposition of the e perimental diets pro ided to lar ae during the assa .

Figure . e perimental rearingFigure

  Figure . e perimental rearing s stem. dults mate on heat bran ( ) or dried egg hite and heat bran diet ( ) diet supplemented ith the selected probiotic species ( b) or 1 01 ( p) free e dried in their ital or deacti ated (indicated b t ) form.

•Figure . ill 5 Figure . Figure . Figure . Effects of feed composition and probiotics on growth, protein content and lipid composition Chapter 6 e 7 Figure .

 .5...67. Figure . rincipal coordinate nal sis ( o ) of heat ran (

  Figure . ) intestine transpari ation preparation for performing fluorescent microscop anal sis. ) istological staining of longitudinal m section of paraffin embedded hole ello meal orm lar ae for histological obser ations ( reliminar studies at , ou en osas in collaboration ith and merg in platforms).

Figure 3 .

 3 Figure3. escription of s mbiotic relationships that can range from antagonistic to cooperati e. he complete understanding of the s mbiotic relationship is challenging. ooperati e relationships occur bet een mutualists, antagonistic interactions bet een hosts and parasites or pathogens and mi ed interactions bet een commensals.

7 Figure 4

 74 Figure 4 Main effects of probiotics on animal nutrition, health and breeding (Zommiti and Ferchichi, 2021).
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  3. Feed con ersion ratio (mean alue and ) of lar ae after t o ee s since the start of tt e posure during 2 h. ach infection treatment as replicated t ice. Means ha ing no superscript letter in common differ significantl . n.a. one replicate as e cluded due to high mortalit .
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De plus, l'analyse semi-quantitative de la composition en acides gras des larves de T. molitor après l'apport de P. pentosaceus a montré une augmentation de la concentration en acides gras mais une proportion plus faible d'acides gras saturés en faveur d'acides gras mono-et polyinsaturés. Cela pourrait indiquer une corrélation entre la biosynthèse des lipides et les interactions entre les récepteurs intestinaux de l'hôte et les molécules présentes à la surface de la bactérie telles que les peptidoglycanes ou la flagelline.La dernière partie de la discussion est consacrée à l'application des probiotiques comme compléments alimentaires. Leurs effets sur les réponses immunitaires et le métabolisme des animaux sont brièvement rapportés et discutés, ainsi que les résultats obtenus lors de mes travaux expérimentaux. L'utilisation de post-biotiques (bactéries toues) dans la formulation de compléments alimentaires pourrait entraîner une augmentation des performances des insectes, une manipulation plus facile et un stockage plus sûr des produits. Même si les conditions et la dose de probiotique sont respectées, il est possible que les insectes ne réagissent pas comme prévu en raison de

(de Carvalho Barbosa Negrisoli et al., 2013) 
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Nematoda

eter r a iti . bacteriop ora 1,2,3 (L)

. flori ensis 3,4 (L) . georgiana 4 (L) . in ica 3,4,5 (L) . me icana 4 (L) . ealan ica 
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Figure . resence of in frass ( 0mg lar ae). pores in gre and total cells (spores and egetati e in ello ) (log cfu mg frass) during the 1 da s of the assa . he tt total ital and spore loads sho ed no statistical difference (one a , p 0. ).
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Figure . aplan Meier cur es sho ing sur i al during 1 da s of lar ae ith initial biomass ( ) mg ( ) mg ( ) 10 mg ( ) 0 0 mg ar ae ere e posed to tt 1 infection b free feeding on tt inoculated heat bran suspensions for 2h. he comparison of the results of the percentage of sur i al as made bet een lar ae populations from the same population lar al si e bet een each treatment and the control tt 0 ( p 0.01 p 0.001 p 0.0001 ) diet or heatbran egg hite diet ( ) and infected ith (btt), (met) or both pathogens (met btt). ach treatment is the mean of three biological replicates of groups of 20 lar ae each. he addition of either li e or deacti ated resulted in a significantl higher sur i al of lar ae fed ith and in co infection conditions (met btt)( p p 0.0 1 p t p 0.022 ). Chapter 6
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