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Résumé

Dans le contexte mondial actuel, la demande en matiéres premiéres ne cesse de croitre, et des
millions de tonnes de plastique sont produites chaque année. Les systémes de dégradation étant non
performants, ces composés s’accumulent dans I’environnement jusqu’a constituer de réels dangers pour
les organismes vivants et les écosystémes. Des voies alternatives sont alors envisagées, comme la bio-
dégradation, impliquant 'utilisation de microorganismes. Il a par conséquent été mis en évidence que
certaines espéces d’insectes, telles que Tenebrio molitor et Galleria mellonella, disposent de capacités
leur permettant de dépolymériser le plastique.

Le présent travail s’inscrit dans ce contexte d’élimination des déchets plastiques au moyen de
techniques de gestion alternatives - plus spécifiquement celles impliquant I'exploitation du microbiote
intestinal de G. mellonella et de T. molitor. Une fois les populations de chaque espéce initiées, les
conditions d’élevage ont été standardisées. Par la suite, un dispositif expérimental a été mis au point,
visant & développer une diéte standardisée & base de plastique. Les tests de croissance ont permis de
sélectionner pour T. molitor une diéte & base de 50% de farine et de son, avec 50% de polyuréthane
solide. Des pistes d’amélioration du dispositif concernant G. mellonella ont été avancées, au vu du
manque d’efficacité du systéme actuel et de I'absence de résultats satisfaisants.

En outre, ’étude du microbiome intestinal de ces insectes a été entamée au moyen d’une caracté-
risation morphologique des isolats bactériens selon le traitement administré. De premiéres hypothéses
ont alors pu étre avancées sur les colonies associées ou non a la dépolymérisation de plastique. Elles
seront confirmées par le séquencage de ’ADN et des protéines du tube digestif des larves, ici amorcé.

Ce travail permet donc une meilleure compréhension des relations entre taux de plastique admi-
nistré et croissance des individus, tout en fournissant une premiére approche du microbiote intestinal
d’insectes ingérant le plastique. Les conclusions qui en découlent constituent une base au projet PLAS-
TINSECT, visant & étudier les processus biochimiques impliqués dans la décomposition de polymeéres
par T. molitor et G. mellonella.

Abstract

In the current global context, the demand for raw materials is constantly increasing, and millions
of tons of plastic are produced every year. As degradation systems are inefficient, these compounds
accumulate in the environment until they constitute real dangers for living organisms and ecosystems.
Alternative ways of degradation are then considered, such as biodegradation, involving the use of
microorganisms. It has therefore been shown that some species of insects, such as Tenebrio molitor
and Galleria mellonella, have the ability to depolymerize plastic.

The present work is part of this context of plastic waste disposal by means of alternative mana-
gement techniques - more specifically those involving the exploitation of the intestinal microbiota of
G. mellonella and T. molitor. We started new insect populations for which rearing conditions have
been standardized. Subsequently, an experimental set-up was elaborated to develop a standardized
plastic-based diet. The growth tests allowed the selection of a diet for T. molitor based on 50% flour
and bran, with 50% solid polyurethane. The lack of efficiency of the current system and the absence
of satisfactory results have led to the improvement of the system for G. mellonella.

In addition, the study of the intestinal microbiome of these insects was initiated through a mor-
phological characterization of the bacterial isolates according to the administered treatment. First
hypotheses could then be put forward on the colonies associated or not with the degradation of plastic.
These hypotheses will be confirmed by sequencing the DNA and proteins of the larval digestive tract,
which has been initiated here. This work allows thus a better understanding of the relationship between
the level of plastic administered and the growth of individuals, while providing a first approach to the
gut microbiota of plastic-degrading insects. The resulting findings provide a basis for the PLASTIN-
SECT project aimed at studying the biochemical processes involved in polymer degradation by T.
molitor and G. mellonella.
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Premiére partie

Introduction

La demande en matiéres premiéres n’a cessé de s’accroitre au fil des années, corrélée aux avancées
scientifiques et technologiques ainsi qu’a 'augmentation de la population (Samways, 2022), le recours
aux matériaux plastiques en particulier. Ces derniers se sont immiscés dans la plupart des secteurs
économiques, que ce soit 'automobile, la construction, l'agriculture ou encore l’emballage (Eriksen
et al., 2019). A travers le monde, 380 millions de tonnes de plastique sont produits chaque année (Celik
et al., 2019). En Europe plus spécifiquement, cette consommation de polymeéres a atteint 50,7 millions
de tonnes en 2019 (PlasticsEurope, 2019).

Parmi les catégories de plastiques les plus répandues, beaucoup sont dérivées du pétrole : polysty-
réne (PS), polyéthyléne (PE), polypropyléne (PP), polyuréthane (PU), polychlorure de vinyle (PVC)
et polyéthyléne téréphtalate (PET). Ces composés possédent des propriétés recherchées et sont donc
employés pour un grand nombre d’applications (Geyer et al., 2017). Or, du fait de leur nature stable
largement exploitée, la plupart de ces polymeéres sont résistants a la dégradation (Geyer et al., 2017),
cette derniére pouvant étre définie comme un changement physique ou chimique de la substance sous
l'action de facteurs environnementaux (Shah et al., 2008). En effet, les plastiques dérivés du pétrole
sont majoritairement dénués de groupes fonctionnels typiques sensibles & ’hydrolyse enzymatique, mé-
canisme de dégradation dominant (Billen et al., 2020).

De ce fait, depuis quelques décennies, I’accumulation de ces déchets plastiques fait 'objet de réelles
préoccupations environnementales (Johansen et al., 2022). Cette hausse, encouragée par une augmen-
tation globale du niveau de vie et une croissance économique soutenue, met en avant les lacunes des
systémes de gestion des plastiques. Il est possible de citer le manque d’espace dans les décharges ou
encore les faibles taux de recyclage de certaines matiéres, qui générent immanquablement des réper-
cussions sur le milieu. Les microplastiques sont par exemple devenus des problémes émergents, qui
mettent en danger le vivant en contaminant les écosystémes et en s’accumulant dans les eaux, les sols
et 'atmosphére (Carmen, 2021 ; Li et al., 2018).

Ne disposant pas de moyen durable d’altération des déchets plastiques, différentes méthodes sont
exploitées pour tenter d’y remédier. Depuis les années 1970, la biodégradation est étudiée comme
processus alternatif de dégradation de polymeéres plastiques (Guillet et al., 1974). Elle implique 1'uti-
lisation de micro-organismes tels que les champignons et les bactéries afin d’exploiter les polymeéres
comme substrat pour leur croissance (Bhardwaj et al., 2012). Cependant, les taux de dégradation du
plastique par les isolats bactériens restent faibles (Austin et al., 2018 ; Shah et al., 2008 ; Tokiwa et al.,
2009).

En 1954, Gerhardt et Lindgren mettaient en avant I’aptitude de neuf espéces d’insectes, ravageurs
des denrées stockées, a pénétrer dans les films de polyéthyléne (Riudavets et al., 2007). A ce jour,
outre Tenebrio molitor, le ver de farine, six insectes auraient la capacité de décomposer la structure du
plastique selon un modéle de dépolymérisation (Brandon et al., 2018 ; Kundungal et al., 2019 ; Peng
et al., 2020) : Achroia grisella (Pyralidae), Tenebrio obscurus (Tenebrionidae), Zophobas atratus (Te-
nebrionidae), Plesiophthalmus davidis (Tenebrionidae), Plodia interpunctella (Pyralidae) et Galleria
mellonella (Pyralidae). Cette méthode de dégradation du plastique s’avére efficace et intéressante a
approfondir dans la mesure ou les taux de consommation de plastique sont plus hauts que pour les
autres espéces de bactéries et de champignons isolées (Brandon et al., 2018 ; Jiang et al., 2021 ; Yang
et al., 2015a, 2015b). Par ailleurs, la lumiére intestinale de ces espéces d’insectes abrite une grande
variété de micro-organismes jouant un role clé dans les phénoménes de dépolymérisation (Genta et al.,
2006 ; Lou et al., 2021 ; Yang et al., 2015a).



Deuxiéme partie

Objectifs

La présente étude s’inscrit dans la problématique actuelle de gestion des déchets plastiques au
moyen de techniques de dégradation alternatives, et plus particuliérement celles impliquant ’exploi-
tation du microbiote intestinal d’insectes consommant du plastique. En outre, ce travail a pour but
de contribuer & un projet visant le développement de nouveaux procédés de dégradation. Et ce, via
I’analyse du microbiome présent dans le tube digestif de deux types d’insectes au stade larvaire : le
ver de farine, Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758) et la fausse teigne la ruche, Galleria mellonella (Lin-
naecus, 1758). Il s’agira donc d’évaluer le taux et la forme de plastique les plus adaptés a une croissance
optimale des larves en vue de développer des élevages sous ces nouvelles conditions.

Pour ce faire, une standardisation des conditions d’élevage des deux espéces a été réalisée, dans le
but de disposer en continu des stades larvaires des deux insectes. Par la suite, des tests ont été mis
en place afin d’optimiser les diétes contenant du plastique, de sorte a sélectionner celle maximisant la
prise de poids et la consommation de plastique des individus tout en minimisant leur taux de mortalité.
Par aprés, a été amorcée I'étude des communautés microbiennes présentes dans le tube digestif des
larves exposées a ces régimes. Le séquencage du géne codant pour l’acide ribonucléique ribosomique
(ARNr) 16S va alors permettre d’identifier les genres et espéces des isolats bactériens. D’autre part,
au moyen d’une analyse du protéome par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse
en tandem (LC-MS/MS), qui va pousser plus loin la caractérisation et la détermination quantitative
des souches bactériennes. Par ailleurs, ’autre moitié¢ des tubes digestifs (non soumise & I’extraction) a
été mise en culture afin d’observer les communautés bactériennes cultivables selon les régimes.

En plus d’apporter une connaissance approfondie du taux de plastique le plus adéquat a fournir
aux larves, ce travail fournit également une approche comparative de 'impact de différentes formes
et quantités de polymeéres sur la croissance de deux modéles d’insectes. Ces avancées permettront &
I’avenir d’établir des élevages sous ces conditions, pour ensuite étudier le microbiote intestinal et in
fine sélectionner les procédés de dégradation de matiéres plastiques les plus efficaces, pouvant étre
reproduits en bioréacteurs.
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1 Tenebrio molitor

1.1 Taxonomie, origine, distribution

Domaine : Biota
Régne : Animalia
Phylum : Arthropoda
Classe : Insecta
Ordre : Coleoptera
Famille : Tenebrionidae
Genre : Tenebrio
Espéce : Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758)

Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758), autrement connu sous I'appellation de ver de farine ou ténébrion
meunier, est un insecte de 'ordre des Coleoptera appartenant a la famille des Ténébrionidés, taxon qui
comprend environ 20 000 espéces dans 2 300 genres dans le monde (Eriksson et al., 2020). Bien que la
famille se soit établie sur tous les continents, la plupart de ces espéces préférent les climats chauds :
beaucoup sont xérophiles et colonisent déserts et zones arides. Toutefois, certaines espéces sont malgré
tout recensées dans les régions froides telles que la Laponie ou la Sibérie (Leclercq, 1948a).

Le genre Tenebrio comporte quant a lui 26 espéces dans la nature. Les régions habitées par ce
dernier sont les suivantes : Europe centrale et septentrionale, Nord de I’Afrique, Est et Ouest Africain,
Inde, Japon, Amérique du Nord et Eurasie (Leclercq, 1948a). Les hypothéses convergent dans I'idée que
le genre trouverait son origine en région eurasiatique, entre la Volga, le Golfe Persique et le Plateau de
Pamir. Le berceau du genre Tenebrio serait donc la région se situant au centre de la zone de répartition,
illustrée en Figure 1 (Cotton et Saint George, 1929 ; Leclercq, 1948a).

FIGURE 1 — Répartition géographique des espéces sauvages du genre Tenebrio (Linné) (Leclercq, 1948a)

En ce qui concerne Tenebrio molitor plus particuliérement, ’espéce est qualifiée de cosmopolite,
c’est-a-dire pouvant étre retrouvée dans un grand nombre de pays, répartis partout sur Terre. Néan-
moins, il n’est pas exact de parler d’ubiquité puisque ce spécimen est trés fréquent dans certaines
régions et extrémement peu recensé dans d’autres (Leclercq, 1948a). Cet insecte se développe majo-
ritairement dans les régions tempérées. En effet, c’est en Europe, en Asie Moyenne, en Amérique du
Nord et en Australie qu’ils sont les plus abondants. A contrario, ils sont peu présents dans les zones
intertropicales. De maniére plus générale, les vers de farine sont plus représentés dans ’hémisphére



nord que dans ’hémisphére sud, ot ils ont été introduits par navigation. Comme 'ont mis en avant
Cotton et Saint George (1929), une seconde grande zone ott abondent les vers de farine sont les Etats-
Unis. Cela s’expliquerait par divers facteurs, tels que ’économie agricole ou encore le climat, favorable
au développement de ces populations d’insectes dés leur introduction sur ’aire géographique. De ce
fait, les régions importatrices de céréales constituent des berceaux majeurs de développement de ces
espéces (Leclercq, 1948a). Selon leurs habitudes au stade larvaire et au stade imago, les espéces de
Tenebrionidae peuvent étre classées en plusieurs groupes : habitant les céréales, les bois en décom-
position ou encore les champignons (Daggy, 1946). Les habitats de prédilection de T. molitor sont
plus particuliérement les endroits sombres et humides, tels que les entrepéts, moulins ou magasins de
céréales (Singh, 1975) ou encore la végétation forestiére en décomposition (Howard, 1955).

1.2 Biologie
1.2.1 Généralités

Les coléoptéres T. molitor sont de petite taille, 13 & 17 millimétres (mm) de long. Ils sont noirs ou
de couleur sombre, aux antennes moniliformes et piéces buccales de petite taille. Les larves sont, quant
a elles, longues, fines et vermiformes. Elles sont de couleur plus claire et sont moins sclérifiées que
les adultes (Howard, 1955). Ces spécimens représentent des ravageurs des produits céréaliers stockés.
En effet, les larves de ces coléoptéres sont considérées comme destructrices et parasites de denrées
alimentaires telles que la farine, les grains ou le mais (Cotton et Saint George, 1929). Il a été mis en
avant que des conditions optimales pour I’élevage des vers de farine impliquent une température de 25
a 28°C et une humidité relative (HR) de 60 a 70%. Par contre, ces insectes peuvent survivre dans des
conditions extrémement séches pendant de longues périodes, car ils sont capables de retirer de ’eau de
la nourriture ingérée et de 'atmosphére (Ribeiro et al., 2018). En effet, ils ont la particularité d’absorber
activement ’eau de D’air bien que le point de saturation ne soit pas atteint. Cette absorption peut avoir
lieu dans différents organes, notamment le rectum des larves. Ce processus requiert de ’énergie, car il
implique d’outrepasser la différence substantielle d’activité de I’eau entre 'atmosphére et I’activité de
I'hémolymphe (Hansen et al., 2004).

1.2.2 Cycle de vie

Le ténébrion meunier passe par quatre stades
majeurs de développement tout au long de son
existence : stades larvaire, nymphal, imago et O ® O B o
ceufs (Figure 2). Lorsqu’il suit son cycle na- [l mmm:‘z" ™ "IN
turel, dans des conditions non controélées, T. E e .
molitor passe généralement ’hiver au stade de
larve. L’adulte émerge par la suite au prin-
temps et au début de 1’été, vit ensuite durant
2-3 mois puis meurt (Cotton, 1927). En re-
vanche, lorsqu’il est soumis & des conditions
de laboratoire, le ver de farine peut complé-
ter son développement d’ceuf & adulte dans un
laps de temps plus court et ainsi effectuer plus
d’une génération par an. La durée totale du
cycle de vie dépend notamment de la tempé-
rature et de ’dge des parents, comme mis en i
avant par Ludwig et Fiore (Ludwig et Fiore, A
1960). Lorsque les conditions sont optimales et " g
que le cycle entier est réalisé dans le méme ha-
bitat, il peut d_ure_r entre 75 et 90 jours (Park FIGURE 2 — Cycle de vie de Tenebrio molitor (Singh,
et al., 2013 ; Ribeiro et al., 2018). 1975)
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(Eufs

L’ceuf de T. molitor est ovale, opaque, blanc laiteux et brillant. Il mesure environ 1,5 mm de long
et 0,60 mm de large (Singh, 1975). Une femelle peut pondre tout au long de son cycle de vie entre
250 4 1 000 oeufs, isolés ou regroupés en amas, fixés au substrat ou aux parois des récipients o ils
sont pondus (Ribeiro et al., 2018). Le nombre d’ceufs générés au cours d’une journée varie, le nombre
moyen d’ceufs pondus par une femelle durant I’oviposition est de 276. Une sécrétion collante recouvre
ces ceufs fraichement pondus (Cotton et Saint George, 1929), qui éclosent en 4 jours a 26-30°C, mais
peuvent nécessiter jusqu’a 34 jours a 15°C (Kim et al., 2015).

Larves

La larve est initialement blanche, mais tend vers le brun jaunatre au fur et a mesure de sa crois-
sance, passant de 2 & 25 mm environ. Le nombre de stades larvaires varie de 9 a 21 (Figure 3) et la
durée totale du stade oscille entre 57 jours en conditions contrdlées, jusqu’a 629 jours en conditions
ambiantes (Cotton, 1927). Lorsque la température est de 30°C, la durée de la période larvaire est en
moyenne de 165 jours (Kim et al., 2015).

Une fois prétes a se nymphoser, les larves adoptent des comportements géonégatifs, migrent vers
la surface du milieu nutritif et restent quelques jours au stade de prépupe (Singh, 1975). Morpholo-
giquement, les prépupes sont donc des larves en instance de métamorphose, & 'aspect immobile et
recourbé, dont la couleur évolue de brun a blanc. Dans des conditions non contrdlées, en entrep6ts non
chauffés par exemple, les larves ne se transforment pas en nymphes durant plusieurs mois alors qu’en
laboratoire, ce laps de temps est considérablement réduit (Cotton et Saint George, 1929).

FIGURE 3 — Photographie de tous les stades larvaires de Tenebrio molitor (Park et al., 2014)

Nymphes

La nymphe mesure 15 mm de long et 5 mm de large et est dénuée de cocon ou de couverture
protectrice. De couleur initialement blanche, a I’exception des extrémités de 1’épine caudale et des
appendices latéraux, la pupe devient rapidement brun-jaunatre au fur et & mesure de son vieillissement
(Cotton et Saint George, 1929). De part et d’autre de la nymphe sont observables de larges rangées de
lamelles latérales caractéristiques (Singh, 1975). Ce stade dure maximum 20 jours en hiver et minimum
7 jours en été, lorsque les températures moyennes sont plus importantes (Cotton, 1927). Le processus
d’émergence ou passage de I’adulte & la nymphe représente pour le ténébrion une situation critique ot
ces insectes peuvent rencontrer des difficultés (Leclercq, 1956). L’ensemble du processus dure environ
30 minutes et suit des étapes bien précises telles que ’extension et la contraction de 'abdomen, la
libération de la téte et des pattes ou encore le déplacement de celles-ci.



Imagos

Les adultes émergent d’abord comme des coléoptéres, ils présentent une couleur blanchatre avec des
exosquelettes mous qui durcissent et s’assombrissent petit a petit (Ribeiro et al., 2018). Le coléopteére
adulte est allongé et légérement convexe, mesurant 17 & 25 mm de long. De couleur brun foncé, il est
quelque peu brillant. Méales comme femelles présentent des ailes développées, sont assez semblables &
premiére vue et de proportions & peu prés égales (Singh, 1975). Bien que superficiellement identiques,
les deux sexes se distinguent néanmoins via les organes génitaux, qui sont aisément exposés par une
légere pression sur ’'abdomen (Cotton et Saint George, 1929). La durée de vie d’une femelle adulte va
de 37 jours minimum & 96 jours maximum, avec une moyenne de 65 jours. Pour les méales adultes, il
v a de légéres variations avec une durée allant de 39 jours a 92 jours, pour une moyenne de 58 jours
(Cotton, 1927). Ces chiffres ont été confirmés par Ribeiro et al. (2018) qui mettaient en avant le fait
que le stade adulte dure entre 16 et 173 jours, avec une moyenne de 31,8 & 62 jours.

1.2.3 Reproduction et développement

L’accouplement se déroule quelques jours aprés I’émergence et se répéte & intervalles réguliers du-
rant le cycle de vie de l'insecte. Le systéme d’accouplement naturel de T. molitor est encore peu étudié;
néanmoins les femelles sont connues pour étre polyandres, ¢’est-a-dire multipliant les partenaires. Aprés
la copulation, les méales transférent un spermatophore libérant les spermatozoides aux femelles (Mec-
Connell et Judge, 2018).Une fois fécondée, la femelle génére des ceufs pendant une période qui dépend
majoritairement de la température ; dans des conditions de laboratoire ordinaires, les adultes de T.
molitor commencent & pondre entre 5 et 18 jours aprés I’émergence (Cotton et Saint George, 1929).

1.3 Alimentation

Les piéces buccales du ténébrion adulte
sont les palpes maxillaires et labiaux ainsi
que les mandibules. Ces derniéres jouent
un role essentiellement broyeur (Cotton et
Saint George, 1929). Comme illustré en
Figure 4, le tube digestif du ténébrion se
compose en premier lieu d’'un proventricule,
correspondant & notre oesophage. Il est suivi
d’un important organe nommé mésentéron, ou M?i‘:ﬁ:‘:”
intestin moyen, qui présente de nombreuses
invaginations. Ces « cryptes » ont un rdle
régénérateur et remplacent les cellules de la ;:::,:f,zls
doublure du mésentéron durant la digestion
et l’absorption. Vient ensuite l’iléon, un
tube étroit recourbé vers la gauche, évoluant

proventriculus

mesenteron

regenerative
crypts

parallélement au mésentéron. Le role de ce rectum

dernier est d’acheminer les déchets jusqu’au

rectum, large tube s’étendant postérieure- fermination

ment, ou les fluides sont absorbés et les féces o okl

Con?entrees' Pa? .allleurs, le Sys,teme excr?teur FI1GURE 4 — Systéme digestif de Tenebrio molitor
est également visible sur le schéma, formé par (Petersen, 1986)

les tubules de Malpighi (Petersen, 1986).

Cet insecte est omnivore et détritivore, pouvant donc se nourrir d’insectes morts, de fruits ou 1é-
gumes en voie de décomposition (Jung et al., 2014). La larve de T. molitor posséde en outre une
alimentation pouvant se baser sur les matiéres farineuses telles que la farine et la semoule. De fait,
cet insecte est considéré comme un ravageur des endroits oli ces denrées sont produites et conservées
(Leclercq, 1953). Egalement friands d’aliments d’origine animale, ces vers peuvent consommer des dé-
chets de viande, des corps d’insectes morts ou encore des plumes. Il est par ailleurs fréquent que 7.



molitor pratique le cannibalisme (Billen et al., 2020). Les larves des vers de farine présentent une bonne
résistance a la famine et peuvent demeurer de longues périodes sans nourriture ni humidité (Cotton et
Saint George, 1929).

Par ailleurs, des recherches ont mis en avant le fait qu’incorporer des carottes au substrat nutritif des
vers améliore considérablement la mortalité des ténébrions, leur poids, ou leur période de maturation
(Rovai et al., 2021). Fournir occasionnellement des légumes frais, comme les carottes et les laitues, peut
étre trés bénéfique pour les larves en raison de leur forte teneur en eau (Cotton et Saint George, 1929).
Il faut néanmoins veiller & ce que la nourriture ne soit pas trop humide pour éviter les moisissures et
la perte de la colonie (Leclercq, 1965).

1.4 Microbiome du tube digestif

Parmi les hotes permanents du tube digestif de T. molitor, il est possible de citer les Protozoaires,
et plus particuliérement les Sporozoaires du groupe des Grégarines. Quatre espéces se retrouvent dans
I'intestin de ces insectes : Gamocystis (Clepsidrina, Gregarina) polymorpha (Hammerschmidt, 1838),
Gregarina cuneata et Steinina ovalis (Stein, 1848) et Gamocystis (Gregarina) steini (Berndt, 1902).
Les expériences de Summer en 1933 ont démontré que la présence de ces Grégarines est nécessaire a
la bonne croissance des larves de ténébrion (Leclercq, 1948b).

Néanmoins, le genre bactérien dominant dans Uintestin des vers de farine varie significativement
selon la nourriture qui leur est administrée (Ong et al., 2018; Urbanek et al., 2020). D’autant plus
si les vers de farine sont exposés & des diétes contenant des polymeéres plastiques, qui voient alors
leur microbiome intestinal considérablement modifié. Plusieurs modes d’alimentation contenant du
plastique ont été expérimentés dans un article de Lou et al. (2021) et il a été mis en avant que,
bien que la diversité bactérienne n’ait pas changé significativement selon les modes, les populations
prédominantes ainsi que leur abondance respective ont varié. Spiroplasma, Lactococcus, et Enterococcus
étaient prédominantes peu importe le régime, suggérant un caractére indispensable a la digestion et
a la survie des vers de farine. Lorsque du son ou du PS était administré individuellement, Pedicoccus
était relativement peu représenté ; alors que, lorsque du son et du PS composaient simultanément la
diéte, 'abondance de Pedicoccus était observée. La méme tendance est a souligner pour Lactococcus,
qui était davantage représenté dans des diétes a base de son et de PE (Lou et al., 2021).
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FIGURE 5 — Abondance relative des phyla (a) et des genres (b) prédominants (10 premiers) dans l'intestin des vers de
farine nourris avec les différents régimes (Lou et al., 2021)

Enterobacteriaceae et Spiroplasmataceae représentent par ailleurs des familles prédominantes dans
'intestin des larves nourries avec du polyéthyléne basse densité (PEBD) ou du PS. Lorsque ces larves
ont été nourries avec du plastique, I’'abondance relative des familles de Streptococcaceae et Lactoba-
cillaceae a également changé de fagon notable, prouvant ainsi qu’il s’agissait de bactéries liées a la
dégradation de polyméres (Yang et al., 2021). Les souches ayant une activité de dégradation du plas-
tique ont été identifiées comme les espéces des genres Klebsiella, Pseudomonas et Serratia (Urbanek
et al., 2020). D’autres expériences ont été menées sur des vers de farine nourris a la mousse de PU et
ont permis de souligner un changement dans la composition de la communauté microbienne intesti-
nale de ces derniers. Une augmentation de 'abondance des Enterobacteriaceae et Hafnia non classifiés
par rapport aux groupes témoins a été observée. En plus des bactéries intestinales, les champignons



intestinaux et les enzymes oxydatives jouent un roéle clé dans la dépolymérisation et la biodégradation
des plastiques (Machona et al., 2021 ; Wang et al., 2022). L’étude menée par Bhardwaj et al. (2012)
présentait les différents groupes d’enzymes impliquées dans la biodégradation du plastique telles que
laccase, cutinase, hydrolase, esterase, protéase et uréase (Bhardwaj et al., 2012).

1.5 Deégradation de polymeéres

Bien que les vers de farine soient connus pour leur flexibilité alimentaire (Machona et al., 2021),
ces derniers peuvent également consommer des sources d’alimentation non conventionnelles, comme
des déchets organiques ou encore des polymeéres plastiques. En effet, le PS, généralement résistant a la
biodégradation, peut étre consommé par les vers de farine qui dépolymérisent les molécules de PS a
longue chaine et forment des métabolites au sein de leurs intestins (Yang et al., 2015a), comme illustrés
a la Figure 6.
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FIGURE 6 — Dégradation du polystyréne par les vers de farine (Yang et al., 2015a)

Dans leur article, Yang et al. (2015) proposent un diagramme schématique de la dégradation intes-
tinale du PS, présent en Figure 7. Dans un premier temps, le polystyréne est maché puis ingéré dans
I'intestin, de sorte & augmenter la surface de contact entre les enzymes et le microbiote extracellulaire
(étape 1). Par apreés, les fragments sont mélangés avec les microbes, qui produisent les enzymes néces-
saires a leur polymeérisation en petites molécules (étapes 2 et 3). Ensuite, les produits sont dégradés
ou minéralisés en C'Oy par les microbes fonctionnels (étapes 4 a 6). Enfin, les fragments de polymeéres
et d’autres produits intermédiaires finissent évacués sur forme de féces (étape 7) (Yang et al., 2015a).
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FIGURE 7 — Schéma du systéme proposé pour la dégradation des polystyrénes dans l'intestin de Tenebrio molitor (Yang
et al., 2015a)

La dégradation de ces résidus du pétrole peut étre percue comme analogue & la digestion de la
cellulose chez les mammiféres ruminants, dans une idée de mutualisme avec les consortiums microbiens
et 'hote. I a été confirmé que, lorsque les bactéries intestinales étaient supprimées par ’ajout d’un
antibiotique, la capacité du ver a effectuer la dépolymérisation de ces molécules & longue chaine et
de les minéraliser en CO9 était grandement impactée (Yang et al., 2015b). Ces micro-organismes,
agrégés en un grand organe appelé bactériome, contribuent donc activement & l'activité digestive et
leur composition est déterminée par le type d’alimentation apporté (Urbanek et al., 2020). Selon le
type de polymére fourni a I'insecte et son stade de développement, certaines souches bactériennes vont
ou non se développer. En plus du polystyréne, les larves de T. molitor sont capables de biodégrader
et dépolymériser le PE ou encore le polychlorure de vinyle (PVC) ou le polylactide (PLA) bien que la
minéralisation de ces derniers composants soit limitée (Bozek et al., 2017 ; Peng et al., 2019).



2 Galleria mellonella

2.1 Taxonomie, origine, distribution

Domaine : Biota
Régne : Animalia
Phylum : Arthropoda
Classe : Insecta
Ordre : Lepidoptera

Famille : Pyralidae

Genre : Galleria

Espéce : Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)

Galleria melonella ou la fausse teigne de ruche, appartient & la sous-famille Galleriinae au sein
de la famille des Pyralidae, de l'ordre des Lépidoptéres (Wojda et al., 2020). Autrefois classé sous
I’appellation Galleria obliquella par Walker et Galleria cerena par Fabricus, cet insecte a été renommé
Galleria mellonella par Linnaeus en 1758 (Kwadha et al., 2017). Signalé la premiére fois dans des colo-
nies d’abeilles domestiques d’Asie du Sud et de I'Est (Apis cerdan) par Paddock en 1918, ce ravageur
s’est répandu en Afrique du Nord, Grande-Bretagne et dans certaines parties de ’'Europe, d’Amérique
du Nord et de Nouvelle-Zélande (Paddock, 1918). De maniére plus générale, la fausse teigne est om-
niprésente partout ot I'apiculture est pratiquée, car il s’agit d’un nuisible emblématique des colonies
d’abeilles (Shimanuki, 1981). Comme illustré en Figure 8, G. mellonella s’est implantée sur presque
tous les continents (sauf I’Antarctique) et couvre pratiquement toutes les zones du globe. En effet, sa
présence a été confirmée dans 27 pays africains, 9 pays d’Asie, 5 d’Amérique du Nord, 3 d’Amérique
latine, en Australie, en Nouvelle-Zélande, dans 33 pays d’Europe. Néanmoins, la propagation de ce
spécimen est limitée par les conditions climatiques : les larves de ce dernier étant sensibles au froid,
elles se développeront préférentiellement dans les régions tropicales et subtropicales (Kwadha et al.,
2017).

FIGURE 8 — Distribution globale de la fausse teigne de la ruche en décembre 2016 dans les régions apicoles (Kwadha
et al., 2017)

2.2 Biologie

2.2.1 Généralités

G. mellonella peut survivre aussi bien la nuit que le jour, mais est réticente a ’exposition a la lu-
miére. Ces spécimens, dans leur habitat naturel, volent donc la nuit et restent dans ’obscurité la journée
(Nielsen et Brister, 1979 ; Warren et Huddleston, 1962). Les larves de fausse teigne sont de structure



tubulaire, permettant de stocker et traiter la nourriture. Adultes, les papillons peuvent mesurer entre 14
et 38 mm d’envergure en fonction de la taille et de 'habitat, ils modulent leur comportement selon les
changements de température (Singkum et al., 2019). Dans la méme idée, la température et ’humidité
exercent une influence prépondérante sur ’éclosion des ceufs et le développement des larves. Paddock
(1918) a démontré qu'une HR moyenne d’environ 35% et une température de 32°C sont idéales pour
I’éclosion des ceufs et le développement des larves.

2.2.2 Cycle de vie

La fausse teigne est un insecte holométabole, ayant un cycle de vie qui passe par quatre stades de
développement distincts. La durée totale de son développement varie de 4 semaines & 6 mois selon les
conditions de vie auxquelles I'insecte est soumis, de méme pour la durée des différents stades, qui est
reprise en Table 1 (Kumar et Khan, 2018). Les facteurs biotiques interspécifiques et intraspécifiques
(nourriture et compétition) et abiotiques tels que la température et I'HR sont de fait d’une importance
capitale (Kwadha et al., 2017). Les températures de développement optimales varieraient entre 29 et
33°C et 29 a 33% semble étre une gamme d’HR appropriée pour la survie de 'espéce (Paddock, 1918).
L’étude de Kumar et Khan (2018) a par ailleurs démontré que la période larvaire, nymphale et la
longévité des adultes étaient significativement plus longues durant les périodes de décembre-février
que juillet-aotit. Ces résultats ont été associés a la température plus basse, qui réduit drastiquement la
fécondité et le pourcentage d’éclosion (Kumar et Khan, 2018). La durée du cycle de vie complet de la
fausse teigne est d’environ 6-8 semaines a 29-39°C avec 4-6 générations par an (Singkum et al., 2019).

TABLE 1 — Durée des stades du cycle de vie de Galleria mellonella (traduit de Warren et Huddleston, 1962)

Stade Durée moyenne du stade (jours) Intervalle (jours)

Euf 10,2 7-20

Larval 32,9 25-38
Pré-pupal 6,9 2-24
Pupal 8,2 6-11
Pré-oviposition 3,2 1-10

(Euf a ceuf 58,1 41-103
Longévité du male 14,8 2-28
Longévité de la femelle 7,2 2-18

(Eufs

Les ceufs de G. mellonella sont de taille variable, avec une longueur et largeur moyenne de 0,478
mm et 0,394 mm. De forme ovale et de couleur rose & blanc, ils présentent des lignes qui leur conférent
une texture rugueuse composée de polygones interconnectés (Kwadha et al., 2017 ; Wojda et al., 2020).
Quelques jours avant ’éclosion, la larve est visible sous la forme d’un anneau de couleur sombre et
devient entiérement formée et visible a I’approche de ’éclosion (Paddock, 1918 ; Wojda et al., 2020).
Les ceufs éclosent généralement en 5 a 8 jours ou 8 & 10 jours aprés la ponte, cette période pouvant
aller jusqu’a 30 jours lorsque les températures sont basses (Kumar et Khan, 2018). Une faible humidité
est favorable a I’éclosion des ceufs, celle-ci devrait dans I'idéal étre de 35% (Paddock, 1918).

Larves

La larve de G. mellonella appartient au type polypode, c’est-a-dire éruciforme ou en forme de
chenille, possédant neuf paires de spiracles (Wojda et al., 2020). Apres I’éclosion, les larves mesurent
1 & 3 mm de long pour 0,12 & 0,15 mm de diamétre. Durant le dernier stade, avant d’entamer la
nymphose, ces derniéres atteignent 25 & 30 mm de long pour 5 & 7 mm de large. Chaque spécimen
posséde six pattes sur le thorax, un certain nombre de prolegs sur les troisiéme et sixiéme segments
abdominaux (Smith, 1965). La larve se caractérise également par une téte petite et pointue, de couleur
brun rougeatre, le corps est long et cylindrique, d’'une couleur grise avec le bouclier prothoracique brun
(Paddock, 1918). Sont comptabilisés entre 8 et 10 stades de mue; la période larvaire dure entre 28
jours et 7 mois selon les facteurs abiotiques (Kwadha et al., 2017). Les stades larvaires qui sont au
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nombre de 7, allant de L1 & L7 (Figure 9) présentent des durées respectives moyennes de 4.08, 5.72,
5.28, 6.96, 6.76, 7.64 et 8.40 jours, pour un cycle de durée totale d’environ 45 jours (Wojda et al.,
2020). Les larves de dernier stade cessent de s’alimenter et se déplacent vers des endroits stirs ou elles
peuvent implémenter leur cocon. La larve devient ensuite inactive pendant plusieurs heures pour que
s’entame la pupaison (Desai et al., 2019; Wojda et al., 2020). Le temps nécessaire pour qu’une larve
se transforme en pupe varie selon les couvées, la durée était de 3,75 jours & température normale et
6,4 jours en automne (Paddock, 1918). A noter qu’aucun caractére morphologique externe ne permet
de déterminer le sexe de I'individu durant le stade larvaire (Kwadha et al., 2017).

1*instar larva 2" instar larva

==

3 instar larva 4" instar larv. 5™ instar larv:

6" instar larva 7"instarlarva ~ Coocon

FI1GURE 9 — Différents stades larvaires de Galleria mellonella (Desai et al., 2019)

Nymphes

Immobile, lorsque G. mellonella est sous forme de chrysalide, elle ne s’alimente plus et est logée
dans un cocon. Ce stade dure de une a neuf semaines (Kwadha et al., 2017). Les nymphes possédent
une longueur de 12 & 20 mm et une largeur allant de 5 & 7 mm (Paddock, 1918). La pupe est obtuse,
ses extrémités étant collées & son corps au moyen d’une sécrétion produite durant la mue (Wojda et al.,
2020). La teinte de la chrysalide passe de blanche & jaune lorsque s’entame la nymphose, puis évolue
du brun au brun foncé au fur et & mesure du développement (Kwadha et al., 2017 ; Paddock, 1918). En
fonction de la température et de 'humidité, ce stade dure de 8 (28°C a 65% d’HR) a 50 jours (2,5°C,
44-100% d’HR) (Desai et al., 2019).

Un dimorphisme sexuel peut déja étre observé,
car les pupes femelles sont généralement plus
longues que les méales; les pupes méles me-
surent 14 mm en moyenne, et les femelles 16
mm (Paddock, 1918). Par ailleurs, il se marque
aussi au niveau du sternum et sur certains seg-
ments abdominaux (Desai et al., 2019) comme
mis en exergue en Figure 10.

FiGUurE 10 — Dimorphisme sexuel chez la nymphe de
Galleria mellonella (Kwadha et al., 2017)

Imagos

Une fois libérés des cocons, les adultes restent inactifs jusqu’a ce que leurs ailes se solidifient. Les
papillons nouvellement formés sont initialement d’un blanc crémeux puis adoptent une teinte grisatre
a brun violacé (Paddock, 1918). Une fois adultes, ces derniers mesurent de 10 & 18 mm de long (Kumar
et Khan, 2018) avec une étendue d’ailes d’environ 30-32 mm. Ces ailes sont recouvertes d’écailles fines,
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qui se détachent au toucher. Leurs piéces buccales étant dégénérées, les imagos de la fausse teigne
ne peuvent pas consommer de nourriture et ont une durée de vie réduite, de 7 a 30 jours selon les
conditions ambiantes (Paddock, 1918). Néanmoins, les méales vivent légérement plus longtemps (21 a
20 jours) que les femelles (8 & 15 jours) qui présentent trois phases : pré-oviposition, oviposition et
post-oviposition (Desai et al., 2019 ; Kwadha et al., 2017). De ce fait, le dimorphisme sexuel se marque
davantage a ce stade de développement de l'insecte (Figure 11). Une différence de sexe peut également
étre observée au niveau de l’aile antérieure qui est plus dentelée sur le bord extérieur chez le méle
(Kwadha et al., 2017 ; Paddock, 1918).

Female adult

\ 7

f‘

Male adult

FIGURE 11 — Dimorphisme sexuel chez 'imago de Galleria mellonella (Desai et al., 2019)

2.2.3 Reproduction et développement

Le mode d’accouplement de ces spécimens est unique : le méle attire la femelle avec des phéromones
et émet de courtes impulsions sonores via des structures situées sur les ailes (Spangler, 1988 ; Wojda
et al., 2020). La ponte a lieu assez rapidement aprés 1’émergence qui est elle-méme rapidement suivie
de l'accouplement (Paddock, 1918). Entre 50 et 150 ceufs sont pondus par jour et mettent 3 a 30
jours avant qu’éclosent les larves (Kwadha et al., 2017). La femelle pond un ceuf a la fois et continue
a en déposer tant que sa vitalité perdure, de préférence dans des crevasses et fissures plutdét que sur
des surfaces ouvertes (Warren et Huddleston, 1962). La fausse teigne femelle posséde une phéromone
sexuelle « Nonanal », présente dans la cire d’abeille, qui expliquerait le choix de la cire comme lieu
idéal de ponte (Singkum et al., 2019). Le taux de déposition est rapide (plus de 100 ceufs par minute)
et le nombre total d’ceufs déposés avoisine les 300 (Paddock, 1918 ; Shimanuki, 1981). En outre, la
période de développement global est elle aussi influencée par la température, ’humidité et les ressources
alimentaires a disposition (Kumar et Khan, 2018).

2.3 Alimentation

Comme évoqué précédemment, les adultes de G. mellonella ont des piéces buccales dégénérées et
le stade larvaire est la seule période de son développement ou la fausse teigne ingére des aliments.
Ces larves, parasites des élevages apicoles, consomment miel et cire lorsque ces derniéres infestent les
ruches (Paddock, 1918); elles peuvent aussi se trouver dans les nids de bourdons et de guépes ou se
nourrir de figuiers séchés (Singkum et al., 2019). Néanmoins, il est possible de supposer que la cire ne
comble pas a elle seule les besoins nutritifs, et que d’autres substances sont nécessaires a la croissance
et au développement de ces spécimens (Roy, 1937). De nombreux régimes ont été mis au point lors
d’études portant sur I'alimentation de G. mellonella et il est ressorti que le lait écrémé séché et la
levure en poudre amélioraient la croissance de ces individus. En outre, lorsque de la cire d’abeille était
incluse, le développement s’en trouvait positivement affecté (Sohail et al., 2020). Il a été conclu que
la cire d’abeille et ses constituants ne favorisaient la croissance que comme source d’eau métabolique
(Marston et Campbell, 1973).
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Pour les organes impliqués dans I'alimentation chez G. mellonella, il est pertinent d’aborder le
systéme digestif de ce 1épidoptére, qui se trouve dans une couche de graisse appelée graisse corporelle
(Singkum et al., 2019) et se compose de trois parties : 'intestin antérieur, moyen et postérieur (Figure
12). L’intestin moyen occupe la majeure partie de la cavité corporelle de ces insectes. Par ailleurs, lors
de la métamorphose, I’épithélium de cet intestin est renouvelé (Uwo et al., 2002).
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FIGURE 12 — Anatomie de Galleria mellonella (Singkum et al., 2019)

2.4 Microbiome du tube digestif

En 1908, Metalnikov mettait déja en avant que les enzymes suivantes étaient présentes dans le tube
digestif des larves de fausse teigne : « Proteolytique » agissant sur la fibrine, « Amylolytique » agissant
sur I'amidon, « Lactase », agissant sur le lait et « Lipase » sur les graisses. Une enzyme lipolytique
avait également été confirmée par Metalnikov (1904) et Pertzoff (1928) (Roy, 1937). Des analyses plus
récentes, basées sur I’étude des séquences d’ARNr 16S en vue d’étudier les communautés intestinales
de la fausse teigne, avaient mis en avant le fait que les genres Enterococcus, Bacillus, Microbacterium et
Acinetobacter étaient les membres dominants (Saikia et al., 2022). De maniére générale, la diversité du
microbiome intestinal de G. mellonella semblerait faible et dominée par Enterococcus, symbiote connu
de la fausse teigne (Peydaei et al., 2021).

2.5 Deégradation de polymeéres

Les bactéries intestinales sont intrinséquement liées au régime alimentaire : les modes d’alimentation
parfois extrémes de ces larves auraient sélectionné des micro-organismes inhabituels, entrainant alors
la présence de bactéries dégradant les polymeéres complexes (Bombelli et al., 2017). De ce fait, une
capacité de ces lépidopteéres a dégrader les polymeéres plastiques se serait développée. Elle a été mise en
avant par accident via des trous apparus dans les sacs ol ces larves étaient conservées par Bombelli et
al. (2017). Cette biodégradation a été également expliquée par une rupture du méme type de liaisons
au sein de ces polyméres que dans les composants de la cire d’abeille (Peydaei et al., 2021 ; Wojda et al.,
2020). En plus du tube digestif, les glandes salivaires des larves de fausse teigne participent également
a la dégradation du plastique en fournissant des éléments essentiels & une digestion ultérieure dans
le tractus intestinal (Peydaei et al., 2021). Cependant, 'ingestion de polyméres aurait un impact sur
la composition microbienne du tube digestif, mais pas celle associée aux glandes salivaires (Peydaei
et al., 2021). Dans la méme idée, lorsque du plastique est consommé, la proportion d’autres espéces
bactériennes candidates a la biodégradation des polymeéres, telles que Serratia, Bacillus et Acinetobacter
augmenterait (Cassone et al., 2021). Les études convergent a souligner que I’'abondance d’Enterobacter
sp. et de Enterococcus sp. dans le tube digestif des spécimens serait corrélée a I'ingestion de polymeéres
plastiques (Peydaei et al., 2021 ; Ren et al., 2019 ; Zhang et al., 2019; Zhu et al., 2021).
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3 Polyméres

3.1 Polyéthyléne
3.1.1 Formule chimique

Le polyéthyléne (PE) est un polymeére synthétique qui présente une structure d’hydrocarbures
saturés linéaires & longue chaine pouvant étre exprimée comme il suit (Figure 13) (Ren et al., 2019).
Les résines de polyéthylénes pures sont constituées d’alcanes dont la formule est (C2),(Ha) (2, O
n représente le nombre de monoméres d’éthyléne formant la chaine. Ce degré de polymérisation est
généralement supérieur a 100, et peut méme atteindre 250 000 dans certains cas (Peacock, 2000).

A,

FIGURE 13 — Structure chimique du polyéthyléne pur (Peacock, 2000)

Jusque dans les années 1950, toute la production du PE commercial impliquait des procédés a
haute pression; les composés formés étant qualifiés de polyéthyléne haute densité (PEHD) ou high
density polyethylenes (HDPE). D’autres voies ont émergé par la suite, utilisant des catalyseurs de type
oxydes métalliques et nécessitant des conditions de température et de pression plus basses (PEBD ou
low density polyethylenes [LDPE]) (Ronca, 2017).

3.1.2 Propriétés et utilisations

Ce polymeére est un hydrocarbure aliphatique a longue chaine de type thermoplastique (Ronca,
2017). Ces polyméres sont résistants a température ambiante et deviennent cassants lors du refroidis-
sement ; plus la masse molaire est élevée et la ramification importante, plus le point de fragilité est
bas. Ce composé présente un intérét particulier du fait de sa morphologie qui peut étre contrdlée et
adaptée par traitement. De ce fait, il s’agit d’un matériau pouvant étre modulé selon les usages voulus,
comme c’est le cas pour les résines de polyéthylénes (Peacock, 2000). Ce polymére est couramment
utilisé dans la production de matériaux d’emballage (Mierzwa-Hersztek et al., 2019). Au niveau de
I'utilisation des PEHD, ils conviennent particuliérement bien au confinement de liquides, comme les
bouteilles de lait, détergents ou encore seaux. Pour ce qui est des PEBD, le degré de cristallisation
est réduit et le point de fusion inférieur, conférant aux produits des résistances a la fonte importantes
et des viscosités faibles. Les utilisations les plus répandues de PEBD comprennent les applications
d’emballage commercial ou de sacs poubelles (Peacock, 2000).

3.1.3 Dégradation

Ce matériau présente une bonne résistance a la dégradation du fait de son poids moléculaire impor-
tant et de sa teneur en antioxydants stabilisants qui sont ajoutés dés la production (Mierzwa-Hersztek
et al., 2019). Depuis le début des années 1970, il a été mis en avant que la dégradation du polyéthyléne
pouvait étre effectuée, dans des conditions naturelles, par certaines souches de bactéries, telles que Ba-
cillus, Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus, Streptomyces, Brevibacterium, Nocardia, Morazxella,
Penicillium et Aspergillus. De par les propriétés du PE (forte hydrophobie, haute énergie de liaison
chimique et poids moléculaire important), l'efficacité de cette dégradation est limitée et peut prendre
jusqu’a plusieurs mois (Ren et al., 2019). En outre, la solution la plus utilisée pour dégrader le PE est
la combinaison avec des polyméres naturels tels que la cellulose, la gélatine ou I'amidon. La structure
chimique du matériau en résultant se dégradera partiellement sous 'action de facteurs biologiques
(Mierzwa-Hersztek et al., 2019).

14



3.2 Polystyréne
3.2.1 Formule chimique

Le polystyréne (PS) est un polymére qui se présente sous la forme d’une chaine de polyéthyléne
([C2Hyly) linaire auquel sont rattachés des cycles phényles. Ces derniers sont par ailleurs responsables
de la température de transition vitreuse ainsi que de 'indice élevé de réfraction (Scheirs et al., 2003).
Comme représenté en Figure 14, ce polymére aromatique de poids élevé est fabriqué a partir du
monomeére de styréne. La réaction de polymérisation permet d’atteindre des formes solides ou de

mousse, alors que le monomére était initialement transparent, dur et cassant (Ho et al., 2018).

,oH2 CHE\ /CHZ\ /CHZ\ /CHZ\ /CHZ\ /

styrene polystyrene

FIGURE 14 — Formule chimique du polystyréne (Ho et al., 2018)

3.2.2 Propriétés et utilisations

Les principales caractéristiques de ce matériau sont la faible densité, 1’éclat, la brillance, ’absence
de couleur, la facilité de fabrication ainsi que la dureté (Scheirs et al., 2003). La nature amorphe du
composé lui confére en effet une grande stabilité et des propriétés mécaniques constantes. Néanmoins,
le PS est une résine constituant une mauvaise barriére a I’'oxygéne ou a la vapeur d’eau, dont le point
de fusion est relativement bas (Maul et al., 2007). Il est possible de dégager quatre types de produits
issus de 'utilisation du PS : le polyéthyléne a usage général (GPPS), le polystyréne a haut impact
(HIPS), la mousse de PS et la mousse de mousse de polystyréne expansé (EPS) (Ho et al., 2018). Un
résumé des différentes utilisations possibles selon le type de polystyréne est repris ci-dessous (Table 2).

TABLE 2 — Résumé des différentes utilisations de polystyréne selon le type (Ho et al., 2018)

Type de polystyréne Application
Paniers a fruits et légumes, récipients a tartes, plateaux a
Polystyréne a usage général biscuits, récipients & charniéres pour plats a emporter, ddomes a

(GPPS)/polystyréne orienté (OPS) gateaux, couverts, assiettes, bols, plateaux, tasses (articles de
service jetables).

Contenants de yogourt, crémiers, tasses pour boissons froides,
couvercles, contenants de condiments & service unique,
assiettes (& service unique et réutilisables), agitateurs.

Polystyréne & haute résistance aux
chocs (HIPS)

Plateaux de viande/volaille (préemballés et emballés en
magasin), gobelets pour boissons froides, gobelets pour
boissons chaudes, assiettes/bols & service unique, récipients a
charniére pour emporter, plateaux pour repas scolaires et
autres services alimentaires, autres feuilles de mousse (par
exemple, boites a ceufs et plateaux de fruits et légumes).
Mousse de polystyréne expansé Tasses et récipients, glaciéres (boites a raisin et & poisson),
(EPS) systémes de panneaux isolants.

Mousse de polystyréne

3.2.3 Deégradation

Une dégradation thermique de ce type de polyméres est envisageable bien que les résultats ne soient
pas aussi concluants que pour le polyéthyléne (Faravelli et al., 2001). De plus, méme s’ils peuvent étre
recyclés, la plupart des mousses de PS finissent dans des décharges malgré ’existence de réglementation
(Ho et al., 2018). Ces composés peuvent également se dégrader dans ’environnement, mais a un rythme
tellement lent qu’ils persistent sous forme solide pendant des périodes considérables. La biodégradation
est aussi un processus envisageable, durant lequel des micro-organismes (champignons, bactéries et
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archées) dégradent ces composés grace a leurs enzymes extra- et intracellulaires. De nombreuses souches
ont ainsi été isolées, contribuant a la dégradation du styréne. Il est possible de citer notamment
Rhodococcus ruber, Brevibacillus sp., Pseudomonas sp. ou encore Bacillus sp. (Ho et al., 2018 ; Mierzwa-
Hersztek et al., 2019 ; Saikia et al., 2022). La dégradation du PS peut se réaliser biologiquement, bien
que ces processus soient lents (Ho et al., 2018). Ils peuvent cependant étre accélérés via 'ajout d’additifs
améliorant le taux de biodégradation des PS, tels que les sels métalliques ou encore par mélange avec
des copolyméres (Gorghiu et al., 2004).

3.3 Polyuréthane
3.3.1 Formule chimique

Le groupe uréthane, unité répétitive principale du polyuréthane (PU) est produit a partir de la
réaction entre de l'alcool (-OH) et de l'isocyanate (NCO), comme présenté en Figure 15. D’autres
groups tels que les éthers, les esters, I'urée ou encore d’autres composés aromatiques sont également
présents (Nakajima-Kambe et al., 1999). Le polyuréthane peut posséder la structure chimique d’un
thermoplastique tout en ayant une structure physique typique d’un solide rigide, d’un élastromeére
souple ou encore d’'une mousse. Ses nombreuses formes physiques et structures chimiques en font un
polymeére polyvalent et largement utilisé (Szycher, 2013).

o=c=NOCHZ—@Nzc:o + HO—CH,—CH,—OH
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FIGURE 15 — Voie commune de synthése du polyuréthane (Akindoyo et al., 2016)

3.3.2 Propriétés et utilisations

Il existe une multitude d’applications spécifiques au PU, pouvant étre regroupées selon les pro-
priétés du matériau recherchées : rigides, extensibles, thermoplastiques, liants, adhésifs, élastomeéres,
revétements, etc. (Somarathna et al., 2018). De fait, le PU conserve une grande résistance aux chocs
a basse température, est facilement moussable, résiste a ’abrasion et a la propagation des déchirures,
a lozone, a l'oxydation et a 'humidité (Szycher, 2013). Les propriétés mécaniques et physiques du
PU sont fortement liées aux types de polyols et de diisocyanates impliqués dans la synthése ainsi qu’a
la structure de ce dernier. En effet, la modification de la formulation structurelle du PU lui permet
de passer de plastique dur a matiére flexible (Akindoyo et al., 2016). La polyvalence de ce matériau
ainsi que sa capacité a remplacer d’autres matériaux rares ont conduit & son incorporation dans de
nombreux domaines d’application (Figure 16).

POLYURETHANES
Thermtl)plastic PU Flexlnble PU Rigig PU P{ll Water-!:orne PU
Examples: Keyboard Examples: Cushion  Examples: Examples: Artificial Examples: Coatings,
protector for laptop, materials, carpet Thermal and hearts, connector  adhesives, sealants,
outer cases of mobile  underlays, furniture, ~sound insulators tubing for heart binders
electronic devices, bedding, automotive pacemakers and
automotive instrument  interior parts, haemodialysis
panels, caster wheels, packaging, tubes
power tools, sporting biomedicine and
goods, medical nanocomposites

devices, drive belts,
footwear, inflatable
rafts, and a variety of
extruded film, sheet
and profile applications.

FIGURE 16 — Exemples d’utilisation courante du PU selon les principales catégories (Akindoyo et al., 2016)
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La mousse de PU représente par ailleurs un des dérivés du polyuréthane le plus couramment utilisé.
L’excellente résistance mécanique, la ténacité, la résistance & I’abrasion et a la corrosion conférent & ce
produit un intérét en guise de revétement (Akindoyo et al., 2016).

3.3.3 Deégradation

Recycler le polyuréthane est une pratique courante visant a réintégrer ce matériau dans la chaine de
production. Quatre catégories de recyclage sont répandues : le recyclage chimique et thermochimique
avanceé, le recyclage mécanique, la récupération d’énergie et le recyclage de produits (Akindoyo et al.,
2016). La dégradation du PU par les bactéries a été mise en avant par Schmidt et al. (2016), signalant
que certains types de champignons et bactéries avaient 'aptitude de dégrader des matériaux PU. Le
PU peut de ce fait étre utilisé comme source de carbones par des organismes capables de rompre les
liaisons esters (Mathur et Prasad, 2012). Les espéces fongiques Aspergillus, Penicillium, Pullularia,
Trichoderma et Chaetomium étaient notamment impliquées dans ce phénoméne. Parmi les bactéries,
ce sont les espéces Corynebacterium, Enterobacter agglomerans et Bacillus subtilis qui ont été mises
en avant (Nakajima-Kambe et al., 1999 ; Schmidt et al., 2017).
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Quatriéme partie

Matériels et méthodes

1 Matériel biologique : élevages

Les expériences ainsi que la tenue des élevages ont été réalisées au sein du département d’Entomo-
logie fonctionnelle et évolutive de la faculté Agro-Bio Tech de Gembloux. Le suivi et la gestion de ces
derniers dans le cadre du travail ont été effectués sur une période allant de mars 2022 a aotit 2022. Des
figures supplémentaires relatives a cette section se trouvent en Annexe 1.

1.1 Elevage de Tenebrio molitor

L’¢levage de T. molitor a été initié sur base d’une population présente au sein du département d’en-
tomologie fonctionnelle et évolutive de la faculté de Gembloux Agro-Bio Tech. Ce dernier a été mené
dans une logette d’environ 15 m?, dans 'obscurité totale. Les conditions de température et d’humidité
durant I'expérience étaient respectivement de 31 + 7 °C et 40 £+ 10 %. Les vers de farine sont placés
dans des boites de 30x17,5x8 cm, le couvercle étant maintenu légérement ouvert afin de permettre une
certaine aération.

Le milieu nutritif sur lequel se développent les larves de T. molitor respecte des proportions établies
aprés lecture de I'article de Rumbos et ses collégues (Rumbos et al., 2020) : un tiers de son pour deux
tiers de farine de blé. La diéte est renouvelée tous les trois jours et des tris sont effectués deux fois par
semaine afin de séparer les larves des nymphes. Pour assurer une croissance optimale durant le stade
larvaire, des aliments frais tels que des carottes peuvent étre fournis aux individus (Kim et al., 2017 ;
Liu et al., 2020).

1.2 Elevage de Galleria mellonella

/

39

28

30

FIGURE 17 — Evolution du systéme de cages pour I'élevage de Galleria mellonella (Rousseau 2022)

La population de G. mellonella ayant permis d’amorcer ’élevage provient d’'un magasin de rep-
tiles, Reptishop, situé & Bruxelles. L’élevage a été mené dans l'obscurité totale, au sein d’une logette
d’environ 15 m?® (Annexe 1), ot régnent des conditions de température et d’humidité de respective-
ment 31 + 7 °C et 40 + 10 %. Plusieurs systémes de cages ont été envisagés, impliquant initialement
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I'utilisation de vivariums en verre, qui ont par la suite été écartés pour des questions d’étanchéité et
de contamination. L’évolution du dispositif de cage envisagé est illustrée en Figure 17 ci-dessus; les
cages ayant été retenues sont des boites en polypropyléne de 28x28x39 cm. Afin de permettre a 'air
de circuler, des grillages métalliques (& maille fine, de diamétre inférieur & 1 mm) ont été insérés sur
deux faces de la boite. Ces derniers sont fixés a ’aide d’un cadre en bois faisant office de jointure et
assurant un systéme étanche.

Durant toute la durée du stade larvaire, les fausses teignes de ruche sont soumises a un type de
diéte, développé ci-aprés, puis transférées dés I’émergence dans une nouvelle cage, dépourvue de milieux
nutritifs. Plusieurs recettes de diétes ont été envisagées, toutes constituées des mémes ingrédients :
farine, polenta, poudre de lait, levure de biére, miel et glycérine. Néanmoins, trouver I’équilibre adapté
entre un taux d’humidité raisonnable, une bonne qualité nutritive et une structure aérée du substrat
a nécessité de nombreux essais-erreurs au niveau de la préparation. Les proportions sélectionnées sont
issues de l'article de Metwally et al. (2012), ces derniéres optimisant la croissance des individus tout
en leur fournissant des conditions de développement favorables :

— 350 grammes de farine de blé — 70 grammes de levure de biére
— 200 grammes de polenta — 100 millilitres de miel
— 130 grammes de poudre de lait — 150 millilitres de glycérine

Par ailleurs, les volumes de miel et de glycérine ont été convertis en unités de masse au moyen de
la masse volumique, donnant ainsi respectivement 142 et 189 grammes de liquides. Cette conversion a
été opérée puisque la perte de matiére au niveau de la verrerie lors des mesures de volume générait des
différences significatives au niveau de la structure de la diéte.

Une fois initié, ’élevage a nécessité un entretien régulier impliquant un renouvellement de la diéte
(toutes les deux semaines), le transfert des chrysalides ayant émergé dans un autre environnement (tri
tous les trois jours) et la surveillance quotidienne des conditions de température et d’HR (photos de
I'élevage de G. mellonella en Annexe 1).

2 Tests de croissance et optimisation des diétes

Dans le but de déterminer la proportion de plastique optimale & intégrer a la diéte des larves, des
tests de croissance ont été menés. Ces derniers visant ainsi & étudier I'influence du taux/de la forme
de polymeére ingéré sur le développement des individus.

2.1 Test préparatoire

Dans un premier temps, un test préliminaire a été conduit sur des larves de T. molitor, ce dernier
ayant permis de tester et d’ajuster le dispositif initialement envisagé. Le systéme initial reposait sur
I'utilisation de boites de Petri aux couvercles préalablement troués au scalpel afin d’y inséré de la toile
ajourée (Figure 18, A). Le pré-test s’est avéré concluant, les proportions établies fournissant des résul-
tats satisfaisants : prise de masse globale et taux de mortalité raisonnable. En revanche, le dispositif
expérimental n’était pas optimal et générait pertes de matiére et imprécisions de mesure. Il a donc été
remplacé par des boites en polypropylénes de 186x133x89 mm provenant de chez Ava Papier (Figure
18, B). Par la suite, 'expérience a été reproduite a trois reprises, pour minimiser les erreurs.

Avant le début de chaque expérience, les larves ont été privées de nourriture pendant 24 heures. Le
protocole expérimental, détaillé en Annexe 2, impliquait la pesée des boites, larves, diétes et plastique
au jour 1. Par la suite, la récolte des données (poids total des boites, poids et tailles des larves) a été
effectuée aux J1, J2, J3, J5, J7, J9, J11, J14, J17, J20, J23, J27 et J31 (données finales). Cette fréquence
a été établie de sorte & récolter les données par pas de 24h, puis 48h, puis 72h puis finalement 96h.
A noter que les mesures de poids ont toutes été réalisées a I’aide d’une balance analytique (VWR®),
modele LA 314i), précise a 0,1 mg pres.
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FI1GURE 18 — Evolution du dispositif expérimental avant (A) et aprés (B) le test préliminaire (Rousseau 2022)

2.2 Dispositif expérimental et suivi de ’expérience pour Tenebrio molitor

Le type de plastique utilisé dans le cadre de cette expérience a été de la mousse de polyuréthane.
Deux formes de PU ont été intégrées : la mousse de PU solide et la mousse de PU broyée. Pour ce
faire, un panneau d’isolation en PU (Rooftop Isolation SPRL, & Gembloux) a été découpé puis broyé.
Un broyeur a rotor, de la marque Brabander(C) (Laboratoire BEAGx), a permis de générer des grains
de 2 mm de diamétre.

Au total, six régimes alimentaires ont été établis : deux régimes de controle (100% plastique, controle
positif et 100% dicte, controle négatif), deux régimes a base de PU broyé et deux régimes composés
de PU solide. Les taux d’incorporation faible et moyen ont respectivement été fixés a 33% de plastique
pour 67% de diete, et 50% de chaque. Ce qui correspond & des masses allant de 1 & 2 g de PU pour
2 g de diéte. Ces choix ont été opérés sur base des travaux similaires (Bulak et al., 2021 ; Yang et al.,
2017). Ont été isolées individuellement les larves, mesurant toutes entre 1,5 et 2 cm (stades L4-16),
de sorte & étudier la quantité de plastique précise consommeée par individu ainsi que I’évolution du
poids en découlant (Peng et al., 2020 ; Wang et al., 2022). L’effet de chaque régime a été étudié sur 10
larves, pour un total de 60 individus par expérience (Figure 19). Le choix de la quantité de nourriture
& intégrer par boite a été établi de sorte que chaque larve soit nourrie ad libitum pendant toute la
durée de 'expérience (31 jours). Ces valeurs ont été fixées sur base d’une étude similaire, mettant en
avant les quantités de plastique et de son consommeées par une larve (Jiang et al., 2021).

‘M““ W'..~' L "Hil“"'-.
x10 x10 x10
Témoin + PU poudre 33% PU solide 33%
(2g PU) (2g diéte + 1g PU) (2g digte + 1g PU)
‘w".’i Y Y r l"h I"~~.-. ,,,,,
x10 x10 x10
Témoin - PU poudre 50% PU solide 50%
(2g diete) (2g diéte + 2g PU) (2g diete + 2g PU) 3
X

FI1GURE 19 — Différentes modalités de diétes testées pour Tenebrio molitor (PU : polyuréthane, di¢te : 1/3 de son pour
2/3 de farine de blé, x10 : chaque régime étudié sur 10 vers, x3 : expérience reproduite & trois reprises)
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2.3 Dispositif expérimental et suivi de ’expérience pour Galleria mellonella

Les tests appliqués aux larves de G. mello-
nella ont été conduits, non plus avec du PU,
mais avec de la poudre de polyéthyléne basse
densité (500 microns). Ce choix a été fait

de sorte & étudier l'influence de la forme de PR T e
plastique sur sa consommation. Le dispositif x10 x10
expérimental se rapproche de celui établi Témoin + PE poudre 33%
pour les larves de T. molitor mais différe (ea PE) (2g diete + 1g PE)
sur certains aspects (protocole en Annexe 2).
Tout d’abord, quatre régimes seulement sont & - et i
étudiés : deux régimes de controle reposant

. . x10 x10
exclusivement sur de la diéte ou du PE en Temoin - PE poudre 50%

poudre, un régime & faible taux d’incorpora- (2g diéte) (2g diete + 29 PE)
tion de PE en poudre (33%) et un régime a
taux d’incorporation moyen (50%). Chaque
traitement a été appliqué a 10 individus (10 Ficgure 20 — Différentes modalités de diétes testées

L il . T pour Galleria mellonella (PE : polyéthyléne, diéte :
répétitions/traitement, 40 individus au total), recette (Metwally et al., 2012), x10 : chaque régime

) L . . . .
et Dlexpérience reproduite a trois reprises étudié sur 10 vers, x3 : expérience reproduite & trois
(Figure 20). reprises)

x3

Des larves mesurant entre 1 et 2 cm (stades 4 et 5) ont été sélectionnées (Kwadha et al., 2017).
De méme que pour 7. molitor, les masses de diétes et de plastiques administrées aux larves de fausse
teigne ont été établies sur base des consommations hebdomadaires mises en avant dans la littérature
(Jiang et al., 2021 ; Peydaei et al., 2021 ; Réjasse et al., 2021). Le jetine de 24h préalablement au début
de 'expérience n’a pas été respecté au vu de 1’état de faiblesse des larves aprés ce dernier.

3 Préparation des échantillons

Une fois 'expérience achevée, les larves encore en vie ont été disséquées afin d’en extraire le tube
digestif (Figure 21). Le protocole suivi est similaire pour les deux espéces d’insectes, s’inspirant de la
littérature (Shao et al., 2013).

Stodoméum

Mésentéron o

FIGURE 21 — Tube digestif (bouche : haut a droite) de la larve de (A) Galleria mellonella (Photograhie : Latour 2018)
et (B) Tenebrio molitor (Photographie : Rousseau 2022) positionnée sur la face ventrale, au stéréomicroscope

Dans un premier temps, les outils de dissection sont nettoyés et désinfectés a I’éthanol 70%. Les
larves sont rincées une premiére fois superficiellement a ’eau distillée afin d’6ter les impuretés les plus
conséquentes. Par la suite, elles sont placées sur glace pendant 30 minutes dans le but de les anesthésier,
puis conservées 30 minutes dans un congélateur & -20°C. Les larves mortes sont par aprés plongées une
minute dans de I’éthanol 70%, permettant ainsi une bonne désinfection. La dissection est opérée par
la suite sous un stéréomicroscope NexiusZoom (Euromez(C)), le corps de la larve étant constamment
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immergé dans du phosphate-buffered saline (PBS) stérile (tampon phosphate salin : NaCl 137 mM,
KC12,7mM, Nas HPO4 10mM et K Ho PO, 2mM ; potentiel hydrogéne (pH) :7,4). Une épingle permet
d’assurer le positionnement de la larve en face ventrale. La premiére étape, réalisée a ’aide d’une paire
de micro ciseaux (STALEKS EXPERT SE-90/1), consiste a oter la téte de I'individu puis a découper
la cuticule sans toucher le tube digestif. La cuticule est ensuite fixée de part et d’autre de 'insecte et
les tubules de Malpighi ainsi que le gras du corps sont enlevés avec une pince molle et évacués par
ringcage. Finalement, le tube digestif est sectionné au niveau du proventricule et transféré dans un tube
stérile de 1,5 millilitres (mL). Ce dernier est alors immédiatement immergé dans de 'azote liquide
afin d’interrompre toute potentielle dégradation des tissus. Une fois toutes les dissections achevées, les
tubes digestifs sont stockés a -80°C jusqu’a utilisation.

4 Extractions génomique et protéomique

L’extraction de l'acide désoxyribonucléique (ADN) totale et des protéines totales de 50% des tubes
digestifs est par apreés réalisée sur base d’une méthodologie (Figure 22) adaptée du kit AllPrep (Qiagen,
2020) et de Latour (2018). Cette étape précede le séquengage du géne de P’ADNr 16S qui permettra
des caractériser les taxons bactériens des échantillons. Les protéines seront également analysées et
identifiées par LC-MS/MS.

4.1 Désintégration cellulaire et homogénéisation

Cells or Tissue*

Les tubes sont tout d’abord extraits du congé- |l Lysis
lateur et maintenus sur glace pour empécher
le dégel. Une bille en acier inoxydable de 5 l

mm de diamétre est ajoutée a chaque tube

avec 600 puL de buffer RLT, contenant du
[B-mercaptoéthanol. Ce tampon de lyse per-
met la désintégration cellulaire et l'activation
des enzymes de dégradation. Les échantillons
sont par la suite placés dans un TissueLyser
MM 400 de la marque Retsch(C) pendant 2
minutes & 20 Hz; cette opération est réalisée
a4 nouveau aprés réarrangement des échan-
tillons afin de permettre une homogénéisation.

Le lysat est ensuite centrifugé (3 minutes, 12
000 Revolution per minute (Rpm), Centri-
fuge 5415 D, Eppendorf(C)) afin de pouvoir
pipetter. Puis, une fois le surnageant placé
sur une spin colonne AllPrep DNA, les échan-
tillons sont & nouveau centrifugés durant 30
secondes & 10 000 Rpm. La colonne est finale-
ment insérée dans un nouveau tube collecteur
et conservée & 4°C pour une purification ulté-
rieure de ’ADN. Le contenu du tube collec-
teur est quant lui utilisé pour la purification
de lacide ribonucléique (ARN), détaillée par
apres.

DNA Bind DNA to Allprep
7 column
<~RNA and protein
Wash AllPrep
column

Bind RNA to
Sh= RNeosy column
| Elute DNA P
\\g- rotein

Genomic DNA / l
= Precipitate Wash RNeasy
profein I column

T

ﬁ Redissolve e3 |5| Elute RNA

i Y
protein -

< Add ethanol to
|l flow-through

Q’H—mﬁﬁ

Total protein Total RNA

FIGURE 22 — Schéma de la méthodologie appliquée
pour l'extraction de ’ADN, 'ARN et les protéines
(Qiagen, 2020)



4.2 Extraction d’ARN, d’ADN et des protéines

Bien que le protocole complet permettant I'extraction d’ARN, ADN et protéines soit repris en
Annexe 3, les principales étapes seront énoncées ci-aprés.

Pour ce qui est de la purification de ’ARN, 400 uL d’alcool 90% sont ajoutés a la colonne issue de
I’étape 4.1. Aprés mélange, 700 uL de cette solution sont transférés sur une RNeasy spin colonne. Les
échantillons sont placés a la centrifugeuse et le contenu du tube collecteur est conservé a 4°C, pour une
purification ultérieure des protéines. Par la suite, la colonne RNeasy est rincée via ’ajout de tampons,
suivi d’une centrifugation. Finalement, 'application d’eau RNase-free permet d’éluer ’ARN, avant de
le conserver a -80°C.

La purification de ’ADN implique deux cycles de ringage et de centrifugation & l'aide de deux
solutions tampons. La colonne est par la suite éluée au moyen d’un tampon EB, préalablement chauffé
a 70°C, puis centrifugée. Aprés avoir été incubés a température ambiante puis centrifugés, les échan-
tillons sont conservés a -20°C.

Les étapes concernant la purification des protéines impliquent une précipitation et une re-dissolution
de celles-ci. Dans un premier temps, un tampon est ajouté aux échantillons qui sont incubés & tempéra-
ture ambiante durant 10 minutes pour permettre la précipitation. Le mélange est par aprés centrifugé
et le surnageant o6té. De 'alcool 70% est ajouté au culot puis I’échantillon est centrifugé & nouveau
et de la méme fagon, le surnageant est jeté. Le culot est alors séché a ’air libre durant 10 minutes.
Comme pour ’ADN, les tubes contenant les protéines sont stockés a -20°C.

4.3 Analyse des résultats du séquencage

Concernant 'analyse de la partie génomique et protéomique de ’échantillon, il n’a pas été possible
de les intégrer dans ce travail en raison du temps de traitement des échantillons fournis au GIGA et
de la date de soumission de I’étude. Les analyses LC-MS/MS seront réalisées sur un Acquity M-Class
UPLC (Waters(C)) en combinaison avec un Q Exactive Plus (Thermo Scientific(C)), en mode nano-
électrospray a ions positifs au GIGA (ULiége). La colonne piége est une Symmetry C18 5 puL (180
pL x 20 mm) et la colonne analytique une HSS T3 C18 1,8 pL (75 uL x 250 mm) (Waters(C)). Les
échantillons sont chargés a 20 puLmin~! sur la colonne piége dans 98% de solvant A (0,1% d’acide
formique dans I’eau) pendant 3 min puis séparés sur la colonne analytique & un débit de 600 nLmin !
Le gradient linéaire est le suivant : conditions initiales 2% de solvant B (0,1% d’acide formique dans
l'acétonitrile) ; 5 min 7% B; 135 min 30% B, 150 min 40% B; 154 min 90% B jusqu’a 158 min, puis

retour aux conditions initiales & 162 min jusqu’a 177 min. La durée totale de ’analyse est de 180 min.

5 Caractérisation des communautés bactériennes du tube digestif

5.1 Mise en culture sur milieu solide

Afin de fournir de premiéres observations sur les communautés bactériennes présentes au sein des
tubes digestifs, les échantillons n’ayant pas été soumis a l’extraction sont mis en culture sur milieu
LB (12g Agar bactériologique (VWR(©)), 5g LB Broth (Sigma-Aldrich(©)) pour 1L d’eau distillée).
Parallélement a cela, du PBS stérile est préparé (NaCl 137 millimoles (mM), KCI 2,7mM, NasH POy
10mM et K HoPO4 2mM ; pH : 74).

Les échantillons contenant les tubes digestifs sont retirés du congélateur, ol ils étaient conservés a
une température de -80°C. Dans chaque tube Eppendorf, 10 uL de PBS stérile sont ajoutés sous hotte ;
les échantillons sont par la suite vortexés pendant quelques secondes. Sous hotte, chaque tube digestif
est extrait au moyen d’une pipette de 20 pL puis transféré sur du LB préalablement préparé. L’incu-
bation de la plaque inversée est réalisée a 29°C, durant 72h, dans un incubateur réfrigéré (IPP260plus,
memmert(C)).
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5.2 Coloration de Gram

Dans le but d’approfondir 'identification morphologique des colonies bactériennes un test de co-
loration Gram est appliqué. Le protocole a été adapté de celui de Smith et Hussey (2005) selon les
instructions du fournisseur du kit, Sigma-Aldrich(©).

(A) (B)

FIGURE 23 — Bactéries Gram positives (A) et Gram négatives (B) aprés une coloration de Gram

Les colonies bactériennes d’intérét ont dans un premier temps été isolées sur le méme milieu LB
a partir des boites de Petri incubées. La sélection des colonies s’est opérée de la maniére suivante :
pré-test, expérience 1 et expérience 3 ont été observés, les colonies présentes sur deux tiers des mises en
culture ont été associées au traitement concerné. Aprés 72h d’incubation & 29°C, un frottis bactérien est
réalisé sur lame de microscope a partir d’une colonie isolée de chacune des boites de Petri. Le frottis est
ensuite séché sous la flamme d’un bec Bunsen. Les deux premiers colorants (violet cristallisé en solution
et solution de Lugol) sont ensuite appliqués selon la méme procédure : laissés agir par immersion des
lames pendant respectivement 1 minute 30 et 3 minutes, puis rincés dans un mince filet indirect d’eau
distillée (30 secondes). Par aprés, 'agent décolorant est appliqué, toujours par immersion de la lame,
durant 5 & 10 secondes, puis rincé. Finalement, la lame est inondée 1 minute avec le contre colorant (la
safranine) puis rincée aprés 1 minute, jusqu’a ce qu’aucune couleur n’apparaisse dans l'effluent. Enfin,
I’endos de la lame est asséché avec du papier absorbant. Les bactéries Gram négatifs apparaissent alors
au microscope en rose et les Gram positifs, en mauve foncé (Figure 23).

6 Analyses statistiques

Les différents graphiques et traitements statistiques des tests de croissance ont tous été produits a
'aide du logiciel RStudio (version 4.1.0). Le temps a donc été considéré comme un facteur fixe (pesées
a intervalles réguliers) et la date comme un facteur aléatoire. De plus, pour établir les graphiques de
différences de poids cumulées, les insectes qui sont morts ou qui se sont métamorphosés au cours de
I’expérience n’ont pas été pris en compte. Uniquement les valeurs de poids des larves ayant achevé
I’expérience ont été considérées.

La lecture des jeu de données, provenant de classeurs Excel, s’est effectuée au moyen des packages
dplyr (R. Frangois 2022, version 1.0.9) et zlsz (A. Dragulescu 2022, version 0.6.5). Au préalable, des
tests de normalité de Shapiro-Wilk (package stats, R Core Team 2022, version 4.1.0) et des tests
d’homogénéité des variances de Levene (package car, J. Fox 2022, version 3.0-13) ont été appliqués au
jeu de données de sorte & vérifier les conditions d’application d’une analyse de la variance (ANOVA) a
un facteur.
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Par rapport a la mortalité et au nombre de métamorphoses recensées au cours de ’expérience, des
analyses des variances ont été menées. En ce qui concerne les valeurs de poids des larves, les données ne
suivant pas une distribution normale, ’ANOVA ne pouvait pas étre appliquée et une alternative non
paramétrique a été employée. Les médianes ont donc été comparées via un test non paramétrique de
Kruskal-Wallis (package stats, R Core Team 2022, version 4.1.0), aussi appelé ANOVA unidirectionnelle
sur rangs. Ce dernier nécessité les packages tidyverse (H. Wickham 2022, version 1.3.1), ggpubr (A.
Kassambara 2022, version 0.4.0) et rstatiz (A. Kassambara 2022, version 0.7.0). Par aprés, au vu des
résultats significatifs, un test post-hoc de Tukey (package rstatiz, A. Kassambara 2022, version 0.7.0) a
été utilisé afin d’observer toutes les paires de moyennes possibles via une loi des étendues studentisées.
Pour la réalisation des graphiques, plusieurs outils ont été nécessaires. Tout d’abord, ggplot2 (H.
Wickham 2022, version 3.3.6), qui est une extension du tidyverse produisant des graphiques munis
d’une syntaxe cohérente et puissante (Villanueva et Chen, 2019). Ce systéme permet ainsi de créer des
graphiques de maniére déclarative au moyen d’un jeu de données.
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Cinquiéme partie

Résultats

1 Tests de croissance

1.1 Tenebrio molitor
1.1.1 Effet du traitement sur la mortalité et le nombre de métamorphoses

La mortalité au cours de expérience ne se révéle pas dépendre du régime administré (Figure
24). Aucune p-valeur n’a, par ailleurs, pu étre obtenue : I’écart type entre les données était de 0,
rendant impossible I’analyse des variances de 1’échantillon. Les six régimes atteignent globalement tous
le méme taux de mortalité, mais pas au méme moment de I'expérience. Le traitement témoin négatif
(2), exclusivement composé de diéte, et celui contenant 33% de PU en poudre (3) maintiennent un
nombre de larves mortes nul jusqu’aux 27¢m¢ et 31°m¢ jours de ’expérience. Le traitement 3, ainsi que
le 5 (PU solide 33%) fournissent par ailleurs les taux de mortalité les plus importants, avec 4 individus
morts sur un total de 30 larves. Les quatre autres traitements ne s’en éloignent néanmoins que de peu,
avec un nombre total de 3 morts sur les 31 jours d’expérimentation.
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FIGURE 24 — Nombre de larves mortes et métamorphosées de Tenebrio molitor au cours de ’expérience pour chaque
traitement (1 : PU 100%, 2 : diéte 100%, 3 : PU poudre 33%, 4 : PU poudre 50%, 5 : PU solide 33%, 6 : PU solide 50%)

Sur cette méme figure est également mis en avant le nombre de larves ayant entamé le processus de
métamorphose au cours de 'expérience (qui se sont donc transformées en nymphes). Les traitements
5 (PU solide 33%) et 6 (PU solide 50%) démontrent les nombres de nymphes les plus hauts, respecti-
vement de 9 et 7. En revanche, les traitements 2 & 4 ne présentent que 3 & 5 larves métamorphosées
pour 0 dans le cas du traitement uniquement composé de plastique (1). En revanche, au niveau de la
régularité des métamorphoses, il est possible de souligner que dans les traitements 2 (100% diéte) et 3
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(PU poudre 33%), des nymphes sont dénombrées dés le 4°™¢ jour de 'expérience alors que le processus
a été plus tardif pour les autres traitements (autour du 17°™¢ jour).
1.1.2 Effet du traitement sur la prise de poids

Les tests de croissance ont permis de récolter les données de masses individuelles enregistrées au
cours d’une période de 31 jours. Pour un souci de clarté, les prises de poids individuelles au cours
du temps ont été représentées via les masses moyennes cumulées au cours du temps, pour chaque
traitement (Figure 25).
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FIGURE 25 — Moyennes des différences de poids cumulées [g] des larves de Tenebrio molitor au cours du temps pour
chaque traitement

Le choix d’utiliser des différences cumulées a été opéré de sorte & fournir le gain massique moyen
au cours du temps, selon la quantité de plastique ingérée. Les larves soumises & un régime uniquement
composé de plastique (traitement 1) révélent une courbe & tendance décroissante; le poids des larves
diminue au fur et 4 mesure de I’expérience. A contrario, les 5 autres traitements présentent des courbes
ascendantes, qui traduisent un gain de poids plutoét qu'une perte.

Par ailleurs, l'observation de ces graphiques (Figure 25) a mis en avant d’importants écarts types
pour les traitements de 2 & 6, symbolisant ainsi des données largement dispersées autour de la moyenne.
Ces écarts types s’intensifient au fur et & mesure de 'expérience, témoignant de différences moyennes
de poids toujours plus étalées.

1.1.3 Influence du poids initial sur la prise de masse

Certains vers ont débuté I'expérience étant plus légers que d’autres pour parfois une méme taille.
La Figure 26 met en avant la relation entre le poids initial (au jour 0) et le poids final (au jour 31) de
chaque ver selon le régime. Hormis pour le régime 1, aucun nuage de point ne correspond & la droite
de régression linéaire (Figure 26, A).
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FIGURE 26 — Relation entre le poids initial [g] (jour 0) et le poids final [g] (jour 31) pour chaque individu de Tenebrio
molitor selon le traitement, avec (A) ou sans (B) droite de régression linéaire

1.1.4 Comparaison des moyennes

De maniére plus synthétique, les courbes des différences de poids cumulées des 6 traitements,
remises & la méme échelle sont présentées en Figure 27. Pour des raisons de lisibilité de la figure, les
écarts types, représentés en Figure 25 ne sont pas repris dans ce graphique.
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FIGURE 27 — Comparaison des moyennes des différences de poids cumulées de Tenebrio molitor au cours du temps entre
les traitements

Des différences significatives de moyenne entre le traitement 1 et les cing autres ont été supposées
et il a été envisagé de les confirmer au moyen d’une analyse de la variance (ANOVA) lors du premier
et du dernier jour de l'expérience. En ce qui concerne les conditions d’application de 'TANOVA, il
s’est avéré que les échantillons étaient tous aléatoires, simples et indépendants entre eux. Bien que les
variances des populations soient égales (p-valeur de 0,066 au jour 31 pour 0,681 au jour 0), le test
de Shapiro et Wilk a démontré une distribution non normale des populations pour le dernier jour
de l'expérience (p-valeurs de 0,660 au jour 0 et de 0,037 au jour 31). Le test non paramétrique de
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Kruskall-Wallis a donc été appliqué. Il permet de comparer les médianes des populations en posant
comme hypothése nulle que les échantillons proviennent d’une méme population. Cette alternative a
I’ANOVA unidirectionnelle a révélé au premier jour de I'expérience que la différence des médianes était
non significative (p-valeur = 0,095). En revanche, au 31°™¢ jour, la p-valeur était inférieure a 0,001.
L’hypothése nulle, d’une absence de relation entre les variables, est alors rejetée a l'issue de I’expérience.

Cette tendance peut se confirmer par observation de la Figure 28 ci-dessous, illustrant les différences
de poids des larves entre le premier et le dernier jour de I'expérience. Par la suite, un test (post-hoc)
des étendues de Tukey a été réalisé de sorte a comparer les traitements un a un et & investiguer de
potentielles différences significatives de moyennes dans les échantillons 2 a 6. Ce test de comparaison
multiple n’a cependant mis en avant aucune différence significative entre les quatre autres régimes
(Annexe 4).
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FIGURE 28 — Evolution du poids [g] des larves de Tenebrio molitor aprés 31 jours d’expérience selon le traitement

1.2 Galleria mellonella

L’expérimentation menée sur les larves de G. mellonella n’a pas pu fournir de données valables.
En effet, les larves des deux premiéres répétitions, soit 80 individus, sont toutes mortes ou se sont
métamorphosées au cours de 'expérience. Pour le dernier essai, sur 40 larves, 3 ont pu étre pesées. En
raison du manque d’effectifs, les gains de poids n’ont pas été analysés statistiquement.

2 Caractérisation des communautés bactériennes du tube digestif

Suite a la mise en culture des tubes digestifs issus des expériences menées sur T. molitor, de pre-
miéres analyses des communautés microbiennes ont pu étre réalisées via une caractérisation morpho-
logique ainsi que des colorations de Gram, comme déja entrepris dans le cadre d’expériences similaires
(Machona et al., 2021 ; Saikia et al., 2022). La clé ayant permis d’établir les tableaux présentés ci-aprés
se trouve en Annexe 5. Les bactéries de la seconde répétition de ’expérience n’ont pas pu étre ex-
ploitées suite & une contamination, probablement issue des manipulations. Une procédure Gram a été
appliquée et les résultats sont repris en Table 4 ci-dessous. Il a été envisagé d’identifier au microscope
la forme des bactéries afin de parfaire la classification. Cependant, cela a été compromis par le nombre
trop important de bactéries sur la lame.
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2.1 Identification morphologique

Traitement 1

C10

C11

Expérience 1 Expérience 3

Traitement 2

C11

Expérience 1 Expérience 3
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Traitement 3

C7 C12

Expérience 1 Expérience 3

Traitement 4

C10

C9

Expérience 1 Expérience 3
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Traitement 5

C1 C11
C7 C12
: ‘ 0

Expérience 1 Expérience 3

Traitement 6

C7 & C6

C11

Expérience 1 Expérience 3
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2.2 Récapitulatifs

TABLE 3 — Tableau récapitulatif de l'identification morphologique des colonies bactériennes

Code Identification morpholf)gique

Forme Couleur Marge Elévation Surface
C1 Punctiforme Blanc Entiére Elevée Humide/lisse
C2 Circulaire Brun clair/beige Entiere Plane Lisse
C3 Irréguliére « Fluo » « Curled » Elevée Humide/lisse
C4 Circulaire Blanc Entiére Convexe/élevée Lisse
C5h Circulaire Blanc/beige « Curled » Elevée Rugueuse
C6 Circulaire Blanc Entiére Plane Lisse
c7 Circulaire Jaune Entiére Elevée Lisse
C8 Punctiforme Transparente Entiére Elevée Humide/Lisse
C9 Circulaire Brun clair/beige Ondulé « Umbonate » ~ Rugueuse/rhizoidale
C10 Circulaire Blanc « Curled » Elevée Lisse/rugueuse
C11 Irréguliére Brun clair/beige  « Scalloped » Elevée Lisse
C12 Irréguliere Blanc « Scalloped » Elevée Lisse

TABLE 4 — Tableau récapitulatif de la présence des colonies dans les traitements et des résultats du test Gram

Traitement .
Isolat/Code 1 2 3 4 5 6 Coloration Gram

- négative
- négative
- négative
+ positive
- négative
- négative
- négative
+ positive
+ positive
- négative
- négative
- négative

Cc7 C8 C9 C10 Cl11 C12
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Sixiéme partie

Discussion

1 Gestion des élevages

1.1 Tenebrio molitor

Au niveau de 'élevage de T. molitor, il est possible d’affirmer qu’un systéme efficace a été mis
en place. Une maintenance impliquant un tri des nymphes et un ajout régulier de matiére fraiche (a
raison de 2x par semaine) permettait de disposer en continu de tous les stades de développement de
I'espéce. La diéte établie (mélange de son et de farine de froment 100%) constituait un bon substrat de
croissance ; les larves s’y développant étaient plus grosses que celles élevées sur un mélange de farine
et de levure, conservées dans la méme logette.

1.2 Galleria mellonella

Au vu des problémes et ajustements rencontrés tout au long de ce travail, une méthodologie d’éle-
vage a pu étre établie. Avant tout, les larves sont élevées sur la diete (1x la recette pour 25 a 30
larves) durant les premiéres semaines de développement. En vue d’éviter le cannibalisme et de four-
nir de bonnes conditions de développement, le milieu est a renouveler toutes les deux semaines. Une
fois que des chrysalides se forment, les cocons sont déplacés dans une nouvelle cage (tri 1 & 2x par
semaine). Si le nombre d’adultes est supérieur a 20 a l'issue de ’émergence, comme conseillé dans la
littérature, la population est scindée dans deux cages (Marston et al., 1975). D’autres améliorations
possibles seraient : des tris réguliers des larves et un regroupement selon les stades (une cage pour
les stades L1-L4 et une pour les stades L5-L7), une amélioration du systéme de fermeture des boites
(joins plus étanches) et un nettoyage des toiles et cocons (Jorjao et al., 2018). Bien que le dispositif
d’élevage soit encore a perfectionner, la population de G. mellonella se maintient correctement sur la
diéte sélectionnée (Metwally et al., 2012) a lissue de ce travail, preuve que ce substrat de croissance
est adapté.

2 Dispositif expérimental

En ce qui concerne T. molitor, le dispositif expérimental mis au point pour les tests de croissance
s’est révélé adéquat et correspondant aux objectifs recherchés. Le test préparatoire a permis d’optimi-
ser le systéme avant le début de I’expérience, ce qui a constitué une réelle plus-value.

En revanche, au niveau des tests de croissance de G. mellonella, ces derniers ne s’étant pas déroulés
comme attendu, il serait pertinent d’améliorer le dispositif sur certains plans. Tout d’abord, le jetine de
24h précédant le début de I'expérience serait idéalement a éviter afin que les larves (surtout celles des
stades L3-L4) n’entament pas affaiblies 'expérience. Lou et al. (2020) avaient cependant prouvé que
36h de jeline étaient réalisables, si toutefois les larves étaient aux derniers stades de croissances (entre
1,5 et 2,5 cm). Il serait de ce fait judicieux de sélectionner uniquement des larves de stades L5-L6,
car ces derniéres ont accumulé suffisamment de réserves pour poursuivre leur cycle de vie malgré le
régime incluant des polymeéres plastiques. L’article de Réjasse et al. (2021) confirme bien cette idée
en comparant I'ingestion de PE chez G. mellonella pour les stades L2-L3 et L5. Ensuite, la durée de
I'expérience devrait possiblement étre réduite au vu du cycle de vie de ces insectes. Comme mis en
évidence dans la littérature, une expérience de 15 jours serait plus adéquate (Yang et al., 2015a). La
poudre semble par contre étre une forme d’administration appropriée, comme mis en exergue par des
recherches similaires (Montazer et al., 2021 ; Wang et al., 2021). Finalement, dans le but d’éviter toute
potentielle contamination, il serait préférable de conserver les boites individuelles dans une grande
boite étanche permettant toutefois une entrée d’air.
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3 Tests de croissance

3.1 Effet du traitement sur le taux de mortalité et 1’émergence

Bien qu’il n’existe pas de dépendance directe entre le régime administré et le taux de mortalité, il
est constaté qu’au sein des régimes 2 et 3, les morts apparaissaient plus tardivement, lors des derniers
jours de I'expérience. Si cette méme tendance avait été observée dans le régime 5, 'hypothése d’une
dépendance entre le nombre de morts et les taux de plastiques inférieurs aurait pu étre amenée. Néan-
moins, cela ne représente pas un critére de sélection du traitement, car in fine le nombre de morts n’est
pas significativement différent selon le régime. L’absence d’impact de la consommation de plastique sur
la survie des vers a par ailleurs été confirmée dans la littérature (Brandon et al., 2018 ; Lou et al., 2020).

Au niveau des larves métamorphosées, le traitement uniquement composé de plastique n’en a pas
généré. Des taux de pupation similaires au sein de régimes exclusivement constitués de plastique avaient
déja été recensés dans la littérature ; le plastique comme seconde source de carbone n’assurant pas une
disponibilité suffisante en nutriments que pour permettre la croissance et la pupation des vers (Lou
et al., 2020). Les traitements 2 et 3 ont dénombré des larves métamorphosées dés le début de I'expé-
rience (aux alentours du 4°™¢ jour). A contrario, les 3 autres traitements (4,5,6), incluant les régimes
aux quantités plus importantes de plastique administrées, n’ont obtenu des nymphes qu’a la fin de
Iexpérience. Or, les traitements impliquant du PU solide ont atteint les nombres les plus importants
de larves métamorphosées : respectivement 9 et 7 pour les traitements 5 et 6. Etant donné que la pupai-
son est reconnue comme un indicateur de santé et de développement des larves, un taux de nymphose
plus élevé indique que le régime ne répond pas assez aux besoins en nutriments que pour compléter
le cycle de développement (Wang et al., 2022). 11 est alors possible d’affirmer que le traitement a bien
une influence sur le cycle de vie des larves et que de ce fait, les traitements 4 et 6 générent des taux
de pupaison inférieurs aux 3 et 5, et seraient ainsi plus adaptés. Dans le cadre d’expériences similaires
a celle-ci, Bulak et ses collégues (2021) ont démontré que des larves soumises a un régime a base de
PU se métamorphosaient plus tot (10°™¢ jour de l'expérience) que celles se nourrissant de PE ou de
PS. Cette observation témoignerait d’une moins bonne habilité & la dégradation du PU que des autres
polyméres chez T. molitor.

Une maniére d’aller plus loin dans 'analyse de ces effets pourrait étre de disséquer les larves mortes
au cours de 'expérience afin d’étudier les communautés microbiennes se développant dans leur tube
digestif. Une étude comparative pourrait alors étre menée sur les microbiotes des larves mortes durant
I’expérience et celles ayant survécu. Des dispositions génétiques a dégrader les polymeéres sont peut-étre
a signaler au sein d’'une méme population de vers.

3.2 Effet du traitement sur la prise de poids

Les graphiques des différences de poids moyennes cumulées au cours du temps n’ont mis en évi-
dence que peu de différences significatives au sein des traitements. Néanmoins, ce sont les deux régimes
composés de PU 50% qui ont, a la fin de I'expérience, généré les gains de poids les plus importants.
Le graphique récapitulatif de toutes les différences de poids moyennes démontre méme que ces deux
régimes (4 et 6) suivent une évolution de poids similaire au controle négatif (2, 100% diéte). La com-
paraison statistique des moyennes n’a pourtant révélé aucune différence significative au sein des quatre
régimes & base de plastique.

Une différence significative est & souligner entre les moyennes de poids des traitements 2-3-4-5-6 et
le controle positif (1, 100% plastique). L’analyse des graphiques le confirme bien : il y a diminution du
poids des larves au cours de 'expérience pour le traitement 1, et gain de poids pour les 5 autres. Au vu
de la prise de poids globale de tous les régimes contenant du plastique, I’hypothése d’une absence de
consommation de polyuréthane pourrait étre soulevée. Pourtant, ’observation journaliére a révélé dans
une dizaine de boites des galeries creusées par les vers de farine au sein du polyuréthane, abondant
dans l'idée d’une ingestion potentielle de ce dernier.
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FI1GURE 29 — Galerie creusée dans le PU par une larve de Tenebrio molitor

Dans I'idée d’approfondir cette réflexion et d’analyser la quantité de plastique exacte consommée
par les larves, 'expérience a été reproduite et, a l'issue de celle-ci, le polyuréthane sera étudié au
moyen d’une technique spéciale de spectrophotométrie (Raman). Le spectre du polyuréthane fournira
plus d’informations sur les galeries creusées lors de la mastication par les ténébrions. Cependant, les
résultats ne seront pas obtenus dans le cadre de ce travail.

3.3 Effet du poids initial sur la prise de poids

Au niveau des importants écarts types, témoignant d’une forte dispersion des valeurs autour de la
moyenne, ’effet du poids initial a été soulevé. En effet, les vers étant sélectionnés sur base d’un critére
de taille (gamme de 1,5 & 2 cm), ils ne pesaient pas tous le méme poids en début d’expérience et cela
aurait pu jouer sur le gain de masse final. Or, 'analyse graphique n’a révélé aucune dépendance directe
du poids final en fonction du poids initial, si ce n’est pour le traitement 1 (uniquement composé de
PU). Le critére de taille peut ainsi continuer & étre appliqué pour la sélection des vers.

Une autre hypothése pouvant expliquer ces valeurs de poids inégales serait le fait, précédemment
évoqué, que les consommations individuelles de plastique par les vers ne sont pas connues. Cela implique
donc que le gain de poids ne soit pas constant d’un ver du méme traitement a l'autre. Cette supposition
pourrait étre vérifiée lors des analyses complémentaires des tubes digestifs. De plus, le nombre de larves
ayant achevé I'expérience n’était pas identique selon le traitement, impactant de ce fait la variabilité
des résultats.

3.4 Choix du taux d’incorporation et de la forme

Le régime (polymeére et son/farine) augmente bien la consommation de plastique et est donc un bon
compromis pour favoriser la croissance des vers tout en leur faisant ingérer du PU (Peng et al., 2019).
Au niveau de la forme de PU, la forme solide semble étre celle qui maximise la prise de poids tout en
maintenant des taux de mortalité raisonnables au vu des autres traitements. Bulak et al. (2021), ayant
mené une expérience similaire & celle-ci, ont par ailleurs conclu qu’il était plus aisé pour les vers de
farine de mordre et méacher quelque chose de rigide et cassant plutét que flexible et mou. De plus, lors
des pesées réguliéres des vers, la forme solide du PU permettait de réduire les pertes de matiéres lors
des manipulations et, dés lors, de diminuer les erreurs de mesure.

4 Caractérisation des communautés bactériennes du tube digestif

4.1 Mises en culture sur milieu solide

La mise en culture des tubes digestifs a révélé, comme dans la littérature, un certain nombre d’iso-
lats bactériens, certains étant potentiellement liés au régime alimentaire administré (Saikia et al., 2022).
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La technique de coloration Gram a permis de caractériser plus précisément ces isolats. De premiéres
hypothéses peuvent étre posées sur les colonies naturellement présentes peu importe le régime : la C1,
C2, C7. La C8 pourrait également étre représentée quel que soit le régime, bien qu’elle soit absente
du traitement 4 ; des erreurs lors des manipulations pourraient I’expliquer. Ces colonies pourraient dés
lors appartenir & trois phylas prédominants dans 'intestin de T. molitor, tous régimes confondus :
Firmicutes, Tenericutes, et Proteobacteria (Lou et al., 2020 ; Urbanek et al., 2020 ; Yang et al., 2018).
La colonie dominante dans les régimes aux taux de plastique les plus importants est la C10, méme si
cette derniére est absente du traitement 3. Au vu du plastique administré, cet isolat bactérien serait
associé a la famille des entérobactéries (Bulak et al., 2021; Wang et al., 2022). Lorsqu’une supplé-
mentation en son est appliquée, le microbiome intestinal des vers de farine se modifie et la présence
de Lactococcus et de Pediococcus augmente (Lou et al., 2020; Yang et al., 2021). Ces deux bactéries
lactiques sont connues pour maintenir un bon environnement au microbiome intestinal (Lou et al.,
2020). Au vu de absence des colonies C9 et C12 dans le contrdle positif, seul traitement dépourvu
de son, il pourrait s’agir d’un de ces deux genres bactériens. Inversement, les isolats C3, C4, C5 et C6
sont complétement absents des traitements de PU solide; cela pourrait cependant étre associé a des
erreurs de manipulations ou au manque d’échantillons pour ces régimes.

Des précautions sont malgré tout de mise, car cette identification a essentiellement reposé sur de
I’observation morphologique et qu’elle comporte donc certains biais. Afin d’éviter au maximum les er-
reurs, les colonies a ’aspect similaire, mais ot des incertitudes demeuraient, ont été considérées comme
isolats distincts. Par ailleurs, les mises en culture n’ont pas toutes abouti, et les six traitements n’étaient
pas tous correctement représentés. En effet, les traitements 5 et 6, aux hauts taux de métamorphoses,
ont permis de réaliser moins de mises en culture que les autres. Tous ces éléments contribuent a nuancer
les résultats obtenus.

4.2 Reésultats du séquengage

Bien que les résultats du séquencage de ’ADN et de 'analyse protéomique ne figureront pas dans
ce travail, de premiéres suppositions peuvent déja étre émises quant aux résultats qui en découleront.

4.2.1 Tenebrio molitor

Avant tout, il est important de rappeler que la plupart des microbes intestinaux de 1. molitor
appartiennent a trois phylas prédominants, quelles que soient les conditions d’alimentation : Firmicutes,
Tenericutes, et Proteobacteria. Des études ont révélé que Spiroplasma, Lactococcus, et Enterococcus
étaient des genres prédominants pour tous les régimes (Lou et al., 2020; Yang et al., 2018). Le PU
étant moins sensible a la biodégradation que le PE et le PS, la majorité des recherches se focalisent sur
I'étude de 'incorporation de ces polymeéres au régime des T. molitor (Bulak et al., 2021). Néanmoins,
il a été mis en avant que la communauté microbienne des vers nourris au PU contenait davantage
d’ Enterobacteriaceae et d’Hafnia non classifiés, familles fortement associées a un régime de PU (Wang
et al., 2022). A contrario, la population de Spiroplasma est moins abondante en cas de régime PU,
preuve d’une non-implication dans la dégradation de ces composés (Wang et al., 2022).

4.2.2 Gallerta mellonella

Bien que peu d’échantillons de tube digestif de G. mellonella seront analysés par séquencage,
de premiéres hypothéses peuvent toutefois étre avancées. Le microbiote de ce 1épidoptére, composé
principalement de Firmicutes (Enterococcus) et d'une quantité plus faible de Cyanobactéries et de
Protéobactéries (Réjasse et al., 2021) se modifie lorsque le régime contient du plastique. Lorsque les
larves sont nourries au PE, la diversité de communautés se réduit et la population dominante est affiliée
a Serratia sp. et Enterococcus sp. (Lou et al., 2020). En 2018, Samuel Latour qui réalisait un travail
de fin d’études sur une thématique similaire, avait identifié les genres Citrobacter et Corynebacterium
comme associés a une diéte & base de polyéthyléne.
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Septiéme partie

Conclusions

A Tissue de ce travail, deux élevages d’insectes aux capacités dégradatives de plastique ont été
initiés. Bien que le dispositif soit encore & améliorer pour G. mellonella, il est possible d’affirmer que le
systéme mis au point pour T. molitor est adéquat. Tous les stades de développement des deux espéces
sont cependant disponibles en permanence et les populations se maintiennent.

Les tests de croissance ont fourni une meilleure connaissance de I'impact de la consommation de
polymeéres sur les larves de T. molitor. En effet, ces tests ont révélé une indépendance du régime sur
le taux de mortalité, mais une influence de ce dernier sur la métamorphose. Par ailleurs, le poids des
individus en début d’expérience n’influence pas la prise de poids, les gammes de tailles choisies (1,5 a
2 cm) constituent donc un bon critére de sélection des vers. L’absence de différences significatives des
moyennes journaliéres de poids entre les traitements 2 & 6 peut étre a nuancer au regard de la consom-
mation de plastique par les larves. De fait, n’ont pas été évaluées avec précision les proportions de diéte
et de PU ingérées. Relever quotidiennement la masse du plastique solide serait une voie d’amélioration,
en veillant a 6ter minutieusement chaque particule de diéte du fragment ; ce qui n’avait pas été fait
dans le cadre de cette expérience. De plus, de futures analyses des tubes digestifs des T. molitor seront
réalisées dans le cadre du projet PLASTINSECT, dont ce travail constitue un des premiers maillons.
En outre, la mousse de PU en fin d’expérience sera étudiée au moyen d’une technique spéciale de spec-
trophotomeétrie (analyse Raman). Ces perspectives d’approfondissement fourniront plus d’informations
sur la quantité exacte de plastique consommée par les vers et sur de potentielles nouvelles fonctions
chimiques en découlant. A ce stade de P'étude, il est toutefois possible d’établir pour T. molitor un
choix de diéte standardisée a base de plastique comme substrat de croissance : le PU 50%, a savoir
des proportions égales de diéte et de PU. Avant d’entamer un élevage uniquement sur ce substrat, il
pourrait étre judicieux d’évaluer la réponse d’un plus grand nombre de larves a cet environnement (10
a 20 individus).

Ce régime & base de polymére permettra a terme une identification des bactéries intestinales, im-
pliquées ou non dans la dégradation, en vue de sélectionner une population de T. molitor dont la
microflore est adaptée a ce régime. L’utilisation des insectes comme alternative aux méthodes de dé-
gradation traditionnelles de plastique n’est tout de méme pas envisageable. Cette biodégradation est
& questionner au vu des taux de dégradation faibles, qui nécessiteraient des systémes de gestion non
réalisables (Billen et al., 2020). De plus, la présence élevée de microplastiques dans les féces des larves
pourrait poser probléme car encore moins aisés & dégrader que les grosses particules (Réjasse et al.,
2021). L’analyse des féces avait été entamée dans ce travail, via la pesée de chaque élément du dispositif
expérimental, mais abrogée de par les imprécisions de mesures générées. Seules les valeurs de poids
des vers, suffisamment précises, ont été retenues. Des recherches ultérieures seraient donc a envisager,
incluant I’étude du microbiome et des féces de ces insectes (Bulak et al., 2021).

Une premiére étude des communautés présentes dans le tube digestif de T. molitor et G. mellonella
a été amorcée dans le présent travail. La caractérisation morphologique de ces colonies bactériennes
mises en culture a révélé une dépendance du régime sur la présence ou non de certains isolats. L’analyse
par séquencage de ’ADN et des protéines permettra d’associer les isolats a des genres bactériens,
et de parfaire cette caractérisation. Des hypothéses peuvent d’ores et déja étre émises : la famille
des Enterobacteriaceae serait dominante, avec une abondance d’Hafnia non classifiés, dans le tube
digestif des T. molitor nourris au PU. Concernant G. mellonella, les familles des Serratia et des
Enterobacteriaceae, ainsi que les genre Citrobacter et Corynebacterium seraient associés a un régime
a base de PE. Or, de nombreuses pistes restent a explorer. Le processus d’ingestion en tant que tel
du plastique est encore méconnu, ainsi que la nature de la dégradation. Les résultats obtenus ont
malgré tout ouvert des perspectives de recherche pour répondre & l'objectif global de développement
de nouveaux modes de dégradation des déchets plastiques.
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Annexes

1. Photographies des élevages et des dispositifs expérimentaux

Dispositif d’élevage de Tenebrio molitor
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Dispositif expérimental et pesées journaliéres

Logette ou se sont déroulées les expériences et la gestion des élevages

2. Protocoles expérimentaux de la conduite de ’expérience

Tenebrio molitor

Matériel

1. 60 larves 5. PU foam (150g)

2. 60 boites en plastique trouées et numérotées 6. Latte

3. Diéte standardisée (farine intégrale et son) 7. Pince molle

4. PU foam mixée (150g) 8. Balance analytique
Protocole

1. 24h avant le début de 'expérience, affamer 60 larves qui mesurent entre 1,5 et 2 cm

2. Jour de l'expérience : préparer le matériel
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3. Placer 2g de diéte dans 50 boites

4. Placer la poudre PU a raison de 1g par boite dans 10 boites (30%) et a raison de 2g par boite

© % N>

10.
11.
12.
13.
14.

dans 10 boites (50%) ; Bien homogénéiser les mélanges (diete-PU)

Placer le PU solide a raison de 1g par boite dans 10 boites (30%) et a raison de 2g par boite dans
10 boites (50%) ; Bien homogénéiser les mélanges (diéte-PU)

Mettre uniquement 2g de poudre de PU dans 10 boites

Ajouter une larve préalablement pesée et mesurée dans chaque boite
Peser chaque boite avec le mélange

J + 24h (J2) : pesage individuel des larves et des boites

J + 48h (J2) : pesage individuel des larves et des boites

J + 72h (J2) : pesage individuel des larves et des boites

J 4 96h (J2) : pesage individuel des larves et des boites

Répéter selon le calendrier

Fin de l'expérience aprés 32 jours

Galleria mellonella

Matériel

1. 40 larves 4. PE en poudre

2. 40 boites en plastique trouées et numérotées 5. Latte

3. Diéte standardisée 6. Balance analytique
Protocole

1. Jour de 'expérience : préparer le matériel

2. Placer 2g de diéte dans 30 boites

@

X N o ot

Placer la poudre PE a raison de 1g par boite dans 10 boites (30%) et a raison de 2g par boite
dans 10 boites (50%) ; Bien homogénéiser les mélanges (diete-PU)

Mettre uniquement 2g de poudre de PE dans 10 boites

Ajouter une larve préalablement pesée et mesurée dans chaque boite
Peser chaque boite avec le mélange

J 4 15 jours : pesage individuel des larves et des boites

Fin de l'expérience aprés 30 jours

3. Protocole du kit AllPrep (Qiagen)

3b. Disruption and homogenization using the TissueLyser System : Place the tissues in 2 ml mi-
crocentrifuge tubes containing 1 stainless steel bead (5 mm mean diameter). If handling fresh or frozen
tissue samples, keep the tubes on dry ice. Place the tubes at room temperature. Immediately add the
appropriate volume of Buffer RLT (see Table 7) per tube. Place the tubes in the TissueLyser Adapter
Set 2 x 24. Operate the TissueLyser II for 2 min at 20 Hz. The time depends on the tissue being
processed and can be extended until the tissue is completely homogenized. Rearrange the collection
tubes so that the outermost tubes are innermost and the innermost tubes are outermost. Operate the
TissueLyser II for another 2 min at 20 Hz. Rearranging the tubes allows even homogenization. Proceed
to step 4. Do not reuse the stainless steel beads.
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4. Centrifuge the lysate for 3 min at full speed. Carefully remove the supernatant by pipetting,
and transfer it to an AllPrep DNA spin column placed in a 2 ml collection tube (supplied). Close the
lid gently, and centrifuge for 30 s at 8000 x g (10,000 rpm). In some preparations, very small amounts
of insoluble material will be present after the 3-min centrifugation, making the pellet invisible. Note :
Make sure that no liquid remains on the column membrane after centrifugation. If necessary, repeat
the centrifugation until all liquid has passed through the membrane.

5. Place the AllPrep DNA spin column in a new 2 ml collection tube (supplied), and store at
room temperature (15-25°C) or at 4°C for later DNA purification in steps 21-24. Use the flow-through
for RNA purification in steps 6-13. Note : Do not store the AllPrep DNA spin column at room
temperature or at 4°C for long periods. Do not freeze the column.

Total RN A purification

6. To the flow-through from step 5, add 96-100% ethanol : either 250 1 (if 350 1 Buffer RLT was
used) or 400 1 (if 600 1 Buffer RLT was used). Mix well by pipetting. Do not centrifuge. Proceed imme-
diately to step If some lysate was lost during homogenization and DNA binding to the AllPrep DNA
spin column, adjust the volume of ethanol accordingly. Note : When purifying RNA from certain cell
lines, precipitates may be visible after addition of ethanol. This does not affect the procedure.

7. Transfer up to 700 1 of the sample, including any precipitate that may have formed, to an RNeasy
spin column placed in a 2 ml collection tube (supplied). Close the lid gently, and centrifuge for 15 s at
8000 x g (10,000 rpm). Transfer the flow-through* to a 2 ml tube (supplied) for protein purification in
steps 14-20. Reuse the collection tube in step 8. If the sample volume exceeds 700 1, centrifuge succes-
sive aliquots in the same RNeasy spin column. Transfer the flow-through after each centrifugation to
the 2 ml tube.

8. Add 700 1 Buffer RW1 to the RNeasy spin column. Close the lid gently, and centrifuge for 15
s at 8000 x g (10,000 rpm) to wash the spin column membrane. Discard the flow- through. Reuse
the collection tube in step 9. Note : After centrifugation, carefully remove the RNeasy spin column
from the collection tube so that the column does not contact the flow-through. Be sure to empty the
collection tube completely.

Optional : If purifying RNA from tissues with high DNA content and if the RNA will be used
in sensitive downstream applications, we recommend performing DNase digestion by following steps
E1-E4 (Appendix E, page 58) instead of step 8.

9. Add 500 1 Buffer RPE to the RNeasy spin column. Close the lid gently, and centrifuge for 15 s
at 8000 x g (10,000 rpm) to wash the spin column membrane. Discard the flow- through. Reuse the
collection tube in step 10. Note : Buffer RPE is supplied as a concentrate. Ensure that ethanol is
added to Buffer RPE before use (see “Things to do before starting”).

10. Add 500 1 Buffer RPE to the RNeasy spin column. Close the lid gently, and centrifuge for 2
min at 8000 x g (10,000 rpm) to wash the spin column membrane. The long centrifugation dries the
spin column membrane, ensuring that no ethanol is carried over during RNA elution. Residual ethanol
may interfere with downstream reactions. Note : After centrifugation, carefully remove the RNeasy
spin column from the collection tube so that the column does not contact the flow-through. Otherwise,
carryover of ethanol will occur.

11. Optional : Place the RNeasy spin column in a new 2 ml collection tube (supplied), and discard
the old collection tube with the flow-through. Centrifuge at full speed for 1 min. Perform this step to
eliminate any possible carryover of Buffer RPE or if residual flow- through remains on the outside of
the RNeasy spin column after step 10.
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12. Place the RNeasy spin column in a new 1.5 ml collection tube (supplied). Add 30-50 1 RNase-
free water directly to the spin column membrane. Close the lid gently, and centrifuge for 1 min at 8000
x g (10,000 rpm) to elute the RNA.

13. If the expected RNA yield is >30 g, repeat step 12 using another 30-50 1 of RNase- free water
or using the eluate from step 12 (if high RNA concentration is required). Reuse the collection tube
from step 12. If using the eluate from step 12, the RNA yield will be 15-30% less than that obtained
using a second volume of RNase-free water, but the final RNA concentration will be higher.

Total protein purification

14. Add 1 volume (usually 600 or 1000 1) of Buffer APP to the flow-through from step 7. Mix
vigorously and incubate at room temperature for 10 min to precipitate protein.

15. Centrifuge at full speed for 10 min, and carefully decant the supernatant.

16. Add 500 1 of 70% ethanol to the protein pellet. Centrifuge at full speed for 1 min, and remove
the supernatant by using a pipet or by decanting as much liquid as possible. It is not necessary to
resuspend or incubate the pellet. 17.Dry the protein pellet for 5-10 min at room temperature. Note :
Incomplete drying may cause problems when loading the protein onto a gel due to residual ethanol.

Genomic RNA purification

21. Add 500 1 Buffer AW1 to the AllPrep DNA spin column from step 5. Close the lid gently, and
centrifuge for 15 s at 8000 x g (10,000 rpm) to wash the spin column membrane. Discard the flow-
through. Reuse the spin column in step 22. Note : Buffer AW1 is supplied as a concentrate. Ensure
that ethanol is added to Buffer AW1 before use (see “Things to do before starting”)

22. Add 500 1 Buffer AW2 to the AllPrep DNA spin column. Close the lid gently, and centrifuge
for 2 min at full speed to wash the spin column membrane. Note : Buffer AW?2 is supplied as a concen-
trate. Ensure that ethanol is added to Buffer AW2 before use (see “Things to do before starting”). The
long centrifugation dries the spin column membrane, ensuring that no ethanol is carried over during
DNA elution. Residual ethanol may interfere with downstream reactions. Note : After centrifuga-
tion, carefully remove the AllPrep DNA spin column from the collection tube. If the column contacts
the flow-through, empty the collection tube and centrifuge the spin column again for 1 min at full speed.

23. Place the AllPrep DNA spin column in a new 1.5 ml collection tube (supplied). Add 100 1 Buffer
EB (preheated to 70°C) directly to the spin column membrane and close the lid. Incubate at room tem-
perature (15-25°C) for 2 min, and then centrifuge for 1 min at 8000 x g (10,000 rpm) to elute the DNA.

24. Repeat step 23 to elute further DNA. To prevent dilution of the first DNA eluate, use a new
1.5 ml collection tube (not supplied) to collect the second DNA eluate. To combine the first and second

DNA eluates, reuse the collection tube from step 23. Note : To achieve a higher DNA concentration,
elute with 2 x 50 1 Buffer EB. The final DNA yield, however, may be reduced.
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4. Détails des analyses statistiques réalisées

Tests préliminaires

Test de Shapiro-Wilk

Test de Levene

W P
Jour 0 | 0,091 0,660
Jour 32 | 0,978 0,037

Test de Kruskal-Wallis

Df F P
Jour 0 | 5 0,62 0,065
Jour31 | 5 2,13 0,681

n statistic Df P
Jour 0 | 128 67,5 5 <0,001
Jour 31 | 128 9,36 5 0,095

Test de comparaison multiples de Tukey

Test de Tukey appliqué au jour 0

. . Limite inférieure de Limite supérieure de . .
Groupe 1 | Groupe 2 | Estimation I’intervalle de confiance | I’intervalle de confiance P-valeur ajustée
1 2 -0,0113571 -0,0233652 0,00065091 0,075
1 3 -0,0073351 -0,0196935 0,00502336 0,522
1 4 -0,0107667 -0,0223449 0,00081153 0,084
1 5 -0,0062196 -0,0189976 0,00655841 0,721
1 6 -0,0032167 -0,0153924 0,00895908 0,973
2 3 0,00402206 -0,0090453 0,01708939 0,948
2 4 0,00059048 -0,0117416 0,0129225 1,000
2 5 0,00513754 -0,0083273 0,01860238 0,879
2 6 0,00814048 -0,0047542 0,02103516 0,452
3 4 -0,0034316 -0,016105 0,00924188 0,970
3 5 0,00111548 -0,0126628 0,01489371 1,000
3 6 0,00411842 -0,0091032 0,01734002 0,945
4 5 0,00454706 -0,0085359 0,01763 0,915
4 6 0,00755 -0,0049454 0,02004537 0,502
5 6 0,00300294 -0,0106117 0,01661754 0,988
Test de Tukey appliqué au jour 31
. . Limite inférieure de Limite supérieure de . .
Groupe 1 | Groupe 2 | Estimation I’intervalle de confiance | ’intervalle 1:;le confiance P-valeur ajustée
1 2 0,066 0,04980389 0,08219611 <0,001
1 3 0,07014912 0,05348042 0,08681782 <0,001
1 4 0,06276667 0,04715033 0,078383 <0,001
1 5 0,07985686 0,06262225 0,09709147 <0,001
1 6 0,07617333 0,05975105 0,09259562 <0,001
2 3 0,00414912 -0,0134757 0,02177396 0,984
2 4 -0,0032333 -0,0198664 0,01339974 0,993
2 5 0,01385686 -0,0043041 0,03201784 0,241
2 6 0,01017333 -0,0072186 0,0275653 0,539
3 4 -0,0073825 -0,024476 0,00971113 0,811
3 5 0,00970774 -0,0088759 0,02829141 0,657
3 6 0,00602421 -0,0118087 0,02385711 0,924
4 5 0,0170902 -0,0005557 0,03473608 0,063
4 6 0,01340667 -0,0034467 0,03026005 0,201
5 6 -0,0036835 -0,0220465 0,01467944 0,992
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5. Morphologie des colonies de bactéries

1. Texture : - Brittle/friable Mucoid
Dry Moist Vicid (dry, breaks apart) (sticky, mucus-like)

%‘\

Punctiform Circular Filamentous Irregular Rhizoid Spindle (lens)

e o
2. From o'e’ o0

3. Elevation . )
Flat Raised Convex Pulvinate Umbonate
) "
4. Margin
e
Entire Undulate ) Lobate Erose
(even) (wavy) Filamentous (lobe) (serrated) Curled

(Talaro et Chess, 2018)
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