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Résumé : Hermetia illucens, la mouche soldat noire,
est un diptere de la famille des Stratiomyidae. Cet
insecte détritivore est de plus en plus utilisé en
élevage de masse pour réduire les biodéchets et
produire de la nourriture a destination des élevages
aquacoles et avicoles. Elle est originaire du nord de
I'’Amérique Latine et s'est répandue sur une grande
partie de la planete. Depuis une dizaine d'années, un
nombre croissant d'entreprises  élévent et
transforment des larves dans une optique
d'économie circulaire. Cette thése CIFRE a pour but
d'améliorer les connaissances génétiques et
génomiques sur la mouche soldat noire pour
I'amélioration des performances et de la sélection.
Nous nous sommes concentrés, dans un premier
temps, sur l'obtention et I'analyse d'un génome de
référence, pour I'espece en utilisant du séquencage
hybride. Nous avons également travaillé sur la
diversité génétique et I'histoire invasive de la BSF.
Nous l'avons fait au moyen d'un échantillonnage

mondial en utilisant a la fois le géne CO1 et
I'assemblage d'une soixantaine de génomes
mitochondriaux complets. Nous avons montré la
complexité des scénarios d'invasion de la mouche
soldat noire combinant a la fois un processus
ancien de dispersion naturelle sur le continent
Américain ainsi que, I'importance des introductions
humaines, notamment en raison des élevages
industriels. Enfin nous nous sommes également
intéressés aux variations structurales des génomes,
induites par les éléments transposables dans les
populations naturelles d’Hermetia illucens, afin de
déterminer les éléments les plus actifs dans les
génomes ainsi que leurs dynamiques évolutives.
Ce travail a révélé une étonnante et inattendue
diversité génétique et génomique au sein de
I'espece. Il ouvre de nouvelles perspectives vers des
expérimentations de sélection et d'amélioration sur
la  mouche soldat noire pour Iindustrie
entomocole.

Title: Genetic, genomic, and evolutionary history of Hermetia illucens.

Keywords: Genetics; Hermetia illucens; evolution; agro-industry; ecology; bioinformatics.

Abstract: Hermetia illucens, the black soldier fly, is a
dipteran of the family Stratiomyidae. This
detritivorous insect is increasingly used in mass
production to reduce bio-waste and produce food
for aquaculture and poultry farms. It originates from
the north of Latin America and has spread over much
of the planet. For the last ten years, many companies
have been breeding and processing larvae from a
circular economy perspective. This CIFRE thesis aims
to improve genetic and genomic knowledge on the
black soldier fly for performance improvement and
selection. We focused, in a first step, on obtaining
and analyzing a reference genome for the species
using hybrid sequencing. We also worked on the
genetic diversity and invasive history of BSF. We did
this through global sampling using the CO1 gene and

assembling about 60 complete mitochondrial
genomes. We have shown the complexity of the
black soldier fly's invasion scenarios combining an
ancient process of natural dispersal on the
American continent and the importance of human
introductions, notably due to industrial breeding.
Finally, we also looked at the structural variations
of the genomes induced by transposable elements
in natural populations of Hermetia illucens to
determine the most active elements in the
genomes and their evolutionary dynamics. This
work revealed the species' surprising and
unexpected genetic and genomic diversity. It opens
new  perspectives towards selection and
improvement experiments on the black soldier fly
for the entomoculture industry.
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Ou il est question de comment ?

La science, il est vrai, ne progresse qu'en remplacant partout
le pourquoi par le comment.
Andre Gide

D'aussi loin que je me souvienne, j'ai toujours été fasciné par le
fonctionnement des choses qui m’entourent, peut-étre est-ce pour cela que
j'ai décidé de devenir ingénieur. Je ne peux pas vraiment dire que je sois
tombé dans la biologie directement, mon parcours n'a pas choisi le chemin
le plus direct. Mais deux questions m’ont toujours animé : « comment cela
fonctionne-t-il ? » et « comment l'ont-ils découvert ? ».

Ces deux questions sont a la fois complémentaires et différentes, si la
premiere m'a permis de toujours vouloir étudier, la seconde m'a fait
découvrir tous les génies derriére ces découvertes et toute l'ingéniosité des
hommes et des femmes.

C'est a force de me poser ces questions que j'ai fini par embrasser ma thése.
J'ai appliqué ces deux mémes questions : Comment est répartie la diversité
genétique de la mouche soldat, comment s'en servir dans le cadre de
sélection et surtout comment vais-je faire pour répondre moi-méme a ces
questions ? (Pour cette derniére, c'est, entre autres, en étant trés bien
entouré)

Et c'est en rentrant dans cet univers de la recherche que j'ai fait mienne la
citation de Blaise Pascal: « si jai vu plus loin, c'est en me tenant sur les
épaules de géants ». Car ce n'est finalement que cela, la recherche, nous
apportons tous notre pierre a l'édifice pour essayer de voir toujours plus
loin.

Outre la biologie, jai egalement appliqué mes deux questions favorites a
tous les domaines que je croisais dans ma vie, affamé de comprendre et
curieux de tout, j'aspire a mieux cerner le monde qui m’entoure. C'est ainsi
qu’en parallele de ma these j'ai entrepris 'écriture d'un roman, que je me
suis pris de passion pour 'économie et la finance, et que j'ai toujours cette
méme curiosité pour les mathématiques, 'histoire, la physique, l'art et la
géographie.



Voila donc entre vos mains, l'une de mes fameuses questions que j'ai pris
le temps de pousser un peu plus loin que les autres.

J'espére que la lecture de ce manuscrit vous apportera des connaissances,
et des réponses a des questions que vous ne vous seriez jamais posées.
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Définitions

Géne : En terme moléculaire, un gene se définit comme la séquence
complete d'acide nucléique nécessaire a la synthese d'un
polypeptide ou d'un ARN fonctionnel.

Génome : Il s'agit de la séquence nucléotidique en ADN (ou ARN pour
certains virus) qui contient toutes les informations d’un organisme.
Le genome se decompose en genes codant pour les protéines ou les
génes non codant (ARN de transfert ou ribosomique par exemple), et
'’ADN non codant.

Génétique : La genétique est l'étude des génes, des variations
geneétiques et de 'hérédité dans les organismes. Selon ce qui est
étudié, on parlera de génétique quantitative, qui étudie les caracteres
quantitatifs (taille, poids, vitesse de croissance ...) ; de génétique des
populations qui étudie les forces evolutives et leurs effets qui vont
influencer la diversité génétique des populations.

Génomique : La génomique est I'étude des génomes. Elle s'intéresse
tout particulierement aux structures et a 'évolution de ceux-ci. On
pourra retrouver dans cette discipline, la genomique structurale, qui
a pour but de sequencer, d’assembler et d’annoter les genomes
entiers et la génomique fonctionnelle qui elle, cherchera d’avantage
a déterminer la fonction des genes.

Histoire évolutive : On entend par histoire évolutive d'une espéce,
'ensemble des évenements qui ont conduit a avoir une structure de
population telle qu'on la retrouve aujourd’hui. L'histoire évolutive
s'intéresse d'une part a la diversité génétique (en datant des
séparations de populations par exemple) mais également aux
mécanismes qui ont conduit aux observables présents (routes
d'invasions, évéenements de colonisations...).
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Hermetia illucens: |l s'agit de la nomenclature binomiale de la
mouche soldat noire (illustré ci-dessous). Souvent abrégée en BSF
(Black Soldier Fly - en anglais), Hermetia illucens est un diptére de la

famille des Stratiomyidae.




Partie 1: Du general au particulier

Au cours de cette premiere partie, je vous propose un
voyage. Mais pas n'importe quel voyage, ceux qui
peuvent vous faire réver, vous faire toucher du doigt un
autre monde. Un monde si proche de nous que nous n’en
avons méme plus conscience, a ['exception peut-étre de
nos soirées d’été ou ['on entend un bourdonnement dans
nos oreilles. Le monde des insectes.

Les insectes sont partout presents autour de nous, ils
nous font vivre autant qu'’ils prennent nos vies. Ils nous
rendent le monde plus beau autant qu'ils le détériorent.
Alors finalement qui sont-ils ? Comment ['étre humain les
a-t-il classeés, ranges, ordonnés ? Et surtout qui est cette
mouche soldat noire ?

Gt i Animalia : ;
1l O - +
cellulaire i (métazoaire) = ParaHoxoza

Arthropoda <+ Panarthropoda < Ect < It < Nephrozoa S Bilateria

l

> Panc > ; > > Dicondylia — Pterygota

= Endopterygota
Ha i P i (holométabole)

+—— Qligoneoptere S B Neoptera

Diptera E— Brachycera —> (o] »> iomyomorpha ———» Stratiomyoidea E— Stratiomyidae

l

Hermetiinae

lilucens < Hermetia -+

Cette figure n'aura plus de secret pour vous a la fin de cette partie.



Les insectes

Le vol du bourdon - Nikolai' Rimski-Korsakov - Violon 1- 1900

Commencons par un peu d'étymologie pour l'entomologie.
Insecte est un terme qui vient du latin insectum et qui signifie “en
plusieurs parties". En effet, les insectes ont un corps divisé en trois
parties : la téte, le thorax (sur lequel sont insérées les trois paires de
pattes ainsi que les ailes - s'il y en a) et 'abdomen.

Ce gu'ily a de fascinant avec les insectes, c'est qu'ils furent parmi les
premiers animaux a s'adapter a la vie terrestre. En effet, les
hexapodes, (un taxon, issu des arthropodes) qui regroupent les
insectes et les collemboles, sont le deuxieme groupe d'animaux a
avoir effectué la conquéte du milieu terrestre il y a environ 483
millions d’années (figure 1) durant l'ordovicien. Soit un peu aprés les
myriapodes (510 millions d’années) et avant les arachnides (472
millions d’années). Cette terrestrialisation des premiers arthropodes
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Représentation des périodes géologiques du Phanérozoique. Adapté de Cohen et al 2013 (updated).

se serait faite en paralléle des premiéres plantes (Rota-Stabelli et al
2013). Petite information, lorsque 'on parle d’'un temps lointain dans
le passe on se réfere a la date de 1950.

D'ailleurs, au moment de l'apparition des premiers arthropodes sur
la terre ferme, la planete bleue ressemblait a la figure 2
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Figure 2 : Carte de la distribution de la crodte continentale, des bassins océaniques et des limites de plaques il y
a 500 millions d’années. Issus de Merdith et al 2021.

Environ quarante millions d’années aprés les premiers hexapodes,
l'ancétre commun des insectes apparait, et encore trente millions
d’années apres, apparaissent les ptérygotes, c'est-a-dire les premiers
insectes volants (Montagna et al 2019).

Pendant 150 a 200 millions d'années, les insectes furent les seuls
animaux sur terre a pouvoir voler, ils ont ainsi conquis une grande
partie de la planéte, en effet les premiers vertébrés volants sont
apparus au cours du Trias, il y a environ 215 millions d’années (Britt
et al 2018).

Les insectes représentent la majeure partie de la biodiversité
animale actuelle. En 2020, sur 1 659 420 espéces animales décrites
(Zhang 2013), 1,05 millions sont des insectes (The IUCN Red List of
Threatened Species). Les insectes font partie d'un groupe un peu plus
large que sont les hexapodes dont ils représentent l'écrasante



majorité (figure 3). Cependant, une grande partie n'a pas encore été
décrite, et on estime le nombre total d’espéces a 5,5 millions (Stork
2018). Ceci représenterait plus de la moitié du nombre d’espéces
animales estimées (Mora et al 2011).

Figure 3 : Diversité des hexapodes - proportion des especes décrites. Figure issue de
Grimaldi et Engel — 2005 - Evolution of the insects

Donnons quand méme quelques chiffres supplémentaires, pour se
donner davantage le vertige. L'entomologiste Edward Osborne Wilson
estime qu'il y a 10™ insectes vivant en méme temps (Hall 2008).

Quant a la biomasse, des arthropodes terrestres, dont 80% des
espéces estimées sont des insectes (les 20% restant étant composées
des myriapodes et des arachnides), elle est évaluée a 200 millions de
tonnes (Figure &) soit 3 fois celle de tous les humains combinés
(Eggleton 2020).
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Figure 4 : Biomasse estimée par groupe d'animaux. Adaptée de Eggleton 2020

Parmi les insectes qui ont été décrits, on peut citer les Diptéres
(mouches ; moustiques ->160 000 espéces décrites), les lépidoptéres
(papillons et autres ->158 000 espéces décrites) les coléoptéres
(scarabées, coccinelles ... ->392 000 espéces décrites). Toutes les
données proviennent de Eggleton 2020 (figure 5).
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Figure 5 : Estimation de la richesse mondiale en espece au niveau de l'embranchement et des ordres.

84% des arthropodes sont des hexapodes. L'écrasante majorité des hexapodes sont des insectes. Adaptée de
Eggleton et al 2020.



A propos des scarabées, la diversité réellement hallucinante au sein
de ce groupe, fera dire au généticien John Burdon Sanderson Haldane
“ Dieu a une affection démesurée pour les coléopteres” ; en effet il
s'agit du groupe le plus représenté chez les insectes (étant eux-
mémes les plus nombreux parmi les animaux).

Tous les insectes ont des points communs, tels que, comme nous
'avons déja vu, un corps metameérisé et segmenté en trois parties,
que l'on appelle tagmes, mais également un exosquelette
composé de chitine, une respiration qui s'effectue a laide de
trachées respiratoires et des pieces buccales externes.

Pour ce qui est de leur développement, les insectes passent par
différents stades, differentes mues. Ici il va falloir commencer a
rentrer un peu dans le détail en les séparant en deux clades (figure
6) :

- Les Aptérygotes (Brauer, 1885) :

Il sagit d'insectes qui au cours de leur évolution n'ont jamais eu
d'ailes. Chez les apteres, le développement est qualifié
d'amétabole, c'est-a-dire que les jeunes insectes ressemblent a
'adulte en version réduite.

- Les Ptérygotes (Lang, 1888) :

Il s'agit ici de la majorité des insectes, et qui ont des ailes (ou qui les
ont perdues au cours de leur histoire évolutive). Ici a nouveau on va
distinguer deux types de développements au cours du cycle de vie :

- Les Hétérométaboles : Qui n'ont pas de stade immobile
entre la larve et l'adulte et dont le stade juvénile ne se distingue du
stade adulte, que par l'absence d'appareil génital et d'ailes (par
exemple les punaises).

- Les Holométaboles : Qui eux, possedent la plus part du
temps un stade immobile entre la larve et l'adulte, la nymphe ; de
plus, chez les holométaboles les larves sont trés différentes des
adultes avec des milieux de vie qui peuvent étre tres
differents (par exemple : les mouches ou les papillons).
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Hétérométaboles

Ptérygotes

Holométaboles
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Aptérygotes

Figure 6 : Cladogramme représentant les premiéres subdivisions des insectes.

Un cladogramme est une représentation schématique des liens de parentes entre les
differents groupes du vivant. Les longueurs de branches ne sont pas representatives d'un
temps d’evolution. Ici on voit que tous les holomeétaboles sont des ptérygotes et eux-
meémes sont des insectes

Comme vous pouvez le constater nous avons déja commencé a
ranger, a classer, les insectes dans des cases. Nous avons regroupé
nos clades dans d'autres clades, etc. Donc avant de passer a une
partie qui sera consacrée au rangement des étres vivants, il est temps
de donner quelques définitions.

Un taxon est un regroupement d'étres vivants selon des
caracteristiques communes.

Ce groupe, s'il contient tous les descendants d’'un ancétre commun,
sera qualifie de monophylétique, par exemple les félins.

Si ce groupe exclut l'un des descendants de l'ancétre commun, on
qualifie alors ce groupe de paraphylétique, c'est le cas des reptiles
(en rouge sur la figure 7) par exemple, qui exclue les oiseaux (en
bleu).
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Tetrapodes

Oiseaux

Amphibiens

Figure 7 : Cladogramme des tétrapodes représentant un groupe paraphylétique : les reptiles

Si le critére de regroupement est un caractére qui n'a pas été hérité
d'un ancétre commun, alors on qualifie ce taxon de polyphylétique.
C'est le cas par exemple des animaux a sang chaud (figure 8).

N}



Amniotes

pr— € DidOSauUriens

Tetrapodes | sayuropsides

Crocodiliens

Tortues

Amphibiens

Figure 8 : Cladogramme des tétrapodes représentant un groupe polyphylétique : les
animaux a sang chaud.



Phylogenie générale des insectes.

“L'immense tentative humaine d'expliquer l'univers n'est
autre qu'une admirable et multiple illusion : celle qui
tente de satisfaire une aspiration méetaphysique et une
necessite logique dans une quéete toujours renouvelée de
nommer, d'expliquer et d'ordonner les objets et les
phénomenes presents et agissants sur cette terre, afin de
mieux les maitriser et de réussir l'entreprise infiniment
complexe et nécessaire de vivre en société. » - Nicole
Revel (Fleurs de paroles : histoire naturelle Palawan,
tome 1. Les dons de Nagsalad)

Ah ! Ranger, classer, ordonner ... nommer, mais avant tout observer.
Comme le dit excellemment bien l'anthropologue et directrice de
recherche émérite du CNRS Francoise Grenand dans son article
intitulé : "Nommer son univers : Pourquoi ? Comment ? Exemples
parmi des sociétées amazoniennes” :

Observer pour décrire,

Décrire pour nommer,
Nommer pour connaitre,
Connaitre non seulement pour utiliser,
Mais aussi pour penser.

Car il va de sol que nous pensons avec nos mots, avec notre
vocabulaire, alors nommer c'est se donner des outils pour mieux
comprendre le monde qui nous entoure.

Rangeons donc.

L'idée du “qui se ressemble s'assemble” était dans les esprits des
naturalistes et autres biologistes depuis bien longtemps. Aristote,
déja, séparait les étres vivants selon des caractéristiques qu'il avait
définies. Puis Linné, créera la classification moderne et la
nomenclature binomiale avec un esprit fixiste. Puis viendra Lamarck
qui proposera une idée d'évolution, (“lusage entraine la
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transformation” / “le caractére acquis des parents se transmet aux
descendants”). Et enfin Wallace et Darwin, (“Les ressemblances et
differences entre organismes résultent de l'évolution et de leur
interaction avec le milieu”).

La systématique est donc l'art de décrire, de trier, de ranger,
d’ordonner le monde vivant qui nous entoure. Aussi nous faut-il des
critéres pour faire ce tri ;

D'un point de vue morphologique, le “qui se ressemble s'assemble"
peut nous amener a faire des erreurs, en effet, comme le souligne
Darwin, les ressemblances peuvent provenir de l'interaction avec le
milieu sous forme de convergence évolutive. C'est peut-étre pour cela
que l'on a autant d'especes qui ressemblent a des crabes ?
(McLaughlin & Lemaitre 1997)

D’'un point de vue génétique, en revanche, plus deux séquences
héritées d’'un ancétre commun seront ressemblantes plus les
individus seront apparentes, exception faite des transferts
horizontaux entre especes. Et c'est cela la phylogénie moléculaire,
nous ne sommes plus dans une classification mettant en relation les
ancétres et leurs descendant (généalogie) ; mais dans la recherche
des plus proches parents entre les individus ou entre les especes.
Mais d'ailleurs voila deux termes que nous allons avoir besoin de
définir avant de continuer.

Commencons donc par l'individu, chacun pouvant se figurer ce qu’est
un individu, surtout lorsque l'on parle d’'animaux, je ne m’attarderai
pas sur cette notion, je me contenterai de donner la définition
proposeée par le petit Robert un individu est un “corps organiseé vivant
d'une existence propre et qui ne saurait étre divisé sans étre détruit
(plante, animal...).”

Une fois accepté la notion d’individu, nous arrivons tres vite a la
notion d’'espéce.

La biologie nous offre, pour l'espece, pas moins de 22 concepts
differents (Oui, la est 'embarras - Shakespeare ; Hamlet acte lll, scéne
1), alors il faut faire un choix, car sans une base forte et une notion
acceptée, il est difficile de définir le reste, vous en conviendrez.

Aussi lorsque je parlerai d’espece désormais, me référerai-je a la
définition la plus couramment acceptée dans les milieux
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scientifiques, celle d'Ernst Mayr de 1942 : “ une espece est une
population ou un ensemble de populations dont les individus
peuvent effectivement ou potentiellement se reproduire entre eux et
engendrer une descendance viable et feconde, dans des conditions
naturelles. Ainsi, l'espece est la plus grande unite de population, au
sein de laquelle le flux genétique est possible. Les individus d'une
méme espece sont donc génétiquement isolés d'autres ensembles
equivalents, du point de vue reproductif.”

Maintenant que nous sommes armes de ces définitions, demandons-
nous comment construire des phylogénies ? Comme nous l'avons vu,
avant l'avenement de la genétique, des classifications du vivant
existaient déja, elles se basaient sur des caracteres morphologiques,
comportementaux ou encore des milieux de vie commun. Avoir des
caractéres communs était donc le signe d'un ancétre commun.
Désormais, et ce grace a l'apport de la génétique, nous pouvons
affiner nos classifications, en comparant des séquences protéiques
ou nucléotidiques (ADN, ARN). En effet les séquences génétiques
homologues sont héritées d’un ancétre commun et accumulent des
mutations au fur et a mesure des géneérations.

Partant de ce constat, il devient alors possible de realiser des
phylogénies, basées sur un gene, un ensemble de genes, voire des
génomes complets. Elles nous permettront d'une part de connaitre
les relations de parentes entre les différents individus et d’autre part
de dater le temps de coalescence de ces séquences. Ce dernier est
un proxy du temps auquel vivait l'ancétre commun des individus
étudiés. Pour le dire autrement, que l'on parle de spéciation ou de
séparation de populations, la séparation des individus au regard d’un
gene donné peut se situer avant la séparation effective des
populations. L'apport de la génétique dans la phylogénie a été
déterminant, tant au niveau de la justesse des relations
phylogénéetiques des individus, qu'au niveau de la datation des
ancétres communs et de l'évolution de la structure des génomes
(Lopez et al 2002).

Ainsi l'apport de la génétique a permis de résoudre des ambiguités
de longue date, mais également de replacer les espéeces les unes par
rapport aux autres dans ['histoire evolutive. C'est le cas notamment
des papillons dont certains genres ont été recemment replaces au
sein de la phylogénie générale des lépidoptéres (Kawahara and
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Breinholt, 2014). Cependant toutes les incertitudes n'ont pas encore
été résolues a l'image de la monophylie des nématoceres qui n'est
pas encore établie (Yeates and Wiegmann, 1999).

Pour faire ces phylogénies, il faut partir d'un alignement de séquence
nucléotidique ou protéique puis via des meéthodes bio-
informatiques, réaliser 'arbre etant celui qui correspond a ['histoire
evolutive de toutes les sequences. Ces méthodes se basent, soit sur
des distances génétiques, c'est-a-dire, sur les similarités entre les
paires de séquences, par exemple la méthode du Neighbour Joining
(Saitou et Nei 1987) ; soit sur des études probabilistes (pour chaque
acide aminé ou nucléotide d’un alignement de sequences on calcul
la probabilité qui va optimiser les paramétres définis). C'est le cas de
la méthode du Maximum Likelihood (maximum de vraisemblance)
qui est une méethode d'inference de la phylogénie.

Cette méthode éevalue une hypothese sur l'histoire éevolutive en
termes de probabilité que le modele proposé et [histoire
hypothétique donnent lieu a l'ensemble des données observées. La
supposition est, qu'une histoire avec une probabilité plus élevée
d'atteindre l'état observe est préferée a une histoire avec une
probabilité plus faible (Nixon 2001). La méthode recherche l'arbre
avec la probabilité ou la vraisemblance la plus élevée. Cette méthode
se base sur des modeéles, définis a l'avance, qui appliqueront
differentes probabilités aux parametres geneétiques tel que par
exemple le taux de substitution ou la frequence nucléotidique
(Delsuc et Douzery 2004). Une autre méthode probabiliste, similaire
au maximum de vraisemblance et qui differe par l'utilisation d’'une
distribution a priori, est plus rapide et permet de traiter davantage
de données : c'est l'inférence bayésienne (Delsuc et Douzery 2004).

Nous voila donc equipé pour classer les especes. Mais posons la
question de l'apparition de ces dernieres. L'apparition d’'une nouvelle
espéece est appelée spéciation, et regardons de plus prés comment
cela arrive.

Il existe deux principaux “moteurs de l'évolution” : le premier est la
dérive génétique (ce sont les événements aléatoires, qui surviennent
au sein d'une population et qui ont pour effet de modifier la
fréquence d'un alléle ou d'un génotype), le second est la sélection
naturelle (il s'agit ici des avantages ou désavantages reproductifs
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procurés par la présence ou l'absence de variation génétique). Ces
moteurs agissent en permanence au sein des populations.

Si l'on vienty ajouter les mutations (modifications lors de réplication
des genes, qui peuvent étre transmises a la descendance, si elles
interviennent dans la lignée germinale) et la migration
(augmentation de la variabilité génétique, par de nouveaux arrivants
d’'une population éloignée), nous avons ici les quatre forces
évolutives qui font et défont les especes.

Aussi, au cours des générations qui se succedent, des individus d’une
population peuvent se retrouver isolés des autres, par la formation
d’'une barriére physique (cours d’eau, montagne ...) et ainsi, évoluer
indépendamment des premiers individus. Au fur et a mesure des
géenérations, et a cause des forces évolutives précédemment citées
(particulierement la sélection naturelle et la dérive génétique), un
isolement reproductif entre les individus peut conduire a l'apparition
d'une nouvelle espece. Il s'agit ici d'une spéciation allopatrique
(figure 9), qui est celle, retrouvée majoritairement chez les animaux.
C'est le cas du coléoptere Phoberus capensis d’Afrique du Sud qui a
connu une spéciation allopatrique induite par le climat. Ces insectes
incapables de voler ont évolué differemment entre les foréts
tempérées d'Afrique du Sud et les hauts sommets montagneux
(Strimpher et al., 2016).

Figure 9 : Spéciation allopatrique

Une espéce vit sur un territoire donné (1). Une barriére naturelle apparait, montagne ou
riviere (2). Au fil des génération des mutations apparaissent (3) et s‘accumulent (4) dans les
deux sous populations formée. Jusqu'a ce que l'isolement reproductif soit complet (5),
méme si la barriére naturelle disparait (6).
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D'autres modes de spéciation existent, la colonisation d'une nouvelle
niche écologique par la population de base. Que cette niche soit
isolée ou non, peut conduire a l'apparition d’'une nouvelle espece
(respectivement péripatrique et parapatrique). Un exemple de
spéciation peéripatrique est la colonisation des iles de l'archipel
d’Hawai par le genre Drosophilae (Kaneshiro and Boake, 1987), au
Japon un complexe d’especes de coléoptére Chrysolina angusticollis
vivant en parapatrie présente un isolement sexuel post-zygotique
conduisant a une spéciation (Katakura et al., 1996)

Enfin un dernier mode, qui reste controverse, est la spéciation
sympatrique, ou la nouvelle espéce apparait, au sein d'une
population alors qu'il n'y pas d'isolement géographique (Berlocher
and Feder, 2002 - figure 10).
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Figure 10 : Spéciation péripatrique (A), parapatrique (B) et sympatrique (C)

A : Spéciation péripatrique : Une espéce vit sur un territoire donné (1). Une sous population colonise un territoire
isolé du premier (2). Les mutations s’accumulent au sein des deux populations formées (3) jusqu’a ce que

l'isolement reproductif soit total (4)

B : Spéciation parapatrique : Une espéce vit sur un territoire donné (1). Une sous population colonise un territoire
connecté du premier (2). Les mutations s’‘accumulent au sein des deux populations formées (3) jusqu’a ce que

l'isolement reproductif soit total (4)

C : Spéciation sympatrique : Une espéce vit sur un territoire donné (1). Des mutations commencent a s’accumuler
(2). Un isolement reproductif arrive tandis que les deux populations sont encore pleinement en contact (3)

jusqu’a ce que l'isolement reproductif soit total (4)
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Maintenant que la notion d’especes est acquise et que l'apparition
de nouvelles espéces est définie, nous pouvons accéder au premier
regroupement d'espéces que l'on appelle le genre, ce qu'il faut
directement dire ici, c'est que le genre est une construction humaine
basée sur des criteres plus ou moins arbitraires. Et que selon les
critéres choisis, le taxon peut s'avérer étre paraphylétique, comme
nous l'avons vu précédemment.

Puis, par la suite les genres sont regroupés en famille, les familles en
ordre, les ordres en classe, les classes en embranchement, les
embranchements en regne. Cette classification, encore utilisée
aujourd’hui a été déefinie par Linné au 18eme siecle.

L'ensemble de ces taxons peut également avoir des rangs
supplémentaires, dit intercalaire, afin d'essayer de faire des
regroupements toujours plus précis du monde vivant.

Vous l'avez compris, bien que les critéeres employés soient nombreux
et varies, les regroupements du vivant ne sont qu'une simple
construction de 'humain. D’ailleurs pour satisfaire notre
anthropocentrisme voici sa classification en 7 rangs :

Regne : Animalia
Embranchement: Chordata
Classe : Mammalia

Ordre : Primates

Famille : Hominidae

Genre : Homo

Espéce : Sapiens

Mais revenons a nos insectes, seul le regne est partagé avec Homo
sapiens, des 'embranchement les insectes partent dans une autre
boite (en réalité c'est méme a linfra-régne - rang taxonomique
intermédiaire du regne et 'embranchement - que les deux divergent,
'un étant un protostomien, l'autre un deutérostomien).

Les insectes sont donc des animaux (régne), ils sont pluricellulaires
et heéterotrophes, ce qui en fait des eumeétazoaires, ils sont
bilatériens, protostomiens et évoluent par mues successives, ce qui
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en fait des ecdysozoaires. Ils font partie des arthropodes
(embranchement).

Les insectes possedent des appendices caractéristiques au niveau de
la téte des mandibules. En ajoutant les informations que nous avons
déja, a savoir le corps en trois parties et chitinisé, la respiration au
moyen de trachées respiratoires ainsi que des pieces buccales
externes nous avons une description compléte des insectes (Classe)
(figure 11).

Cnidaire
Placozoaire

Onichophora

Tardigrada
Insecte

Eumétazoaire

Ecdyzoaire Mandibulate

Collemboles
Proture
Diplure

Protostomien
Arthropode

Spiralia Chélicéré

Animaux : .
Bilaterien

Deuterostomien

Porifére

Figure 11 : Cladogramme des animaux aux insectes.

Les insectes sont des animaux et plus précisément des eumétazoaires qui sont dit animaux
vrai, ces derniers se différencient des poriféres (éponges) en ayant plusieurs types de
tissus. Parmi les eumétazoaire, on retrouve les bilatériens qui ont une symétrie bilatérale
contrairement aux cnidaires (méduses). Les insectes sont également protostomien, c'est-a-
dire qu'ils ont la bouche qui se forme avant l'anus dans leur développement, ce qui est
l'inverse pour les deutérostomiens (les mammiféres par exemple). Ils évoluent par mue
successive ce qui en fait des ecdyzoaires. Les insectes possedent des appendices articulés
(ce qui exclue les tardigrades), ils ont des mandibules et non des chélicéres (comme les
araignées). Enfin, contrairement aux collemboles et apparentés, les insectes ont des piéces
buccales externe.
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Nous avons ici parcouru les caractéristiques allant du plus genéral
au plus particulier. C'est cela que nous apporte la phylogénie, des
caractéres qui permettent de dire quels individus sont les plus
apparentés, en fonction de la présence ou de l'absence de ces
caracteristiques.

Tous les animaux ayant une respiration via des trachées respiratoires
sont plus apparentés que tous ceux qui présentent un coté droit et
un coté gauche (bilatériens).

Poursuivons maintenant dans cette phylogénie, et intéressons-nous
aux taxons de rangs inférieurs (figure 12). Le premier taxon que nous
laissons de cOté sont les aptérygotes, tel que Lepisma saccharina.

Ces derniers s'opposent aux ptérygotes, insectes présentant un éetat
adulte ailé (deux paires d’'ailes). Certaines espéces ont pu perdre
leurs ailes au cours de 'évolution, tel que les poux (Phtirus pubis par
exemple) ou seulement une partie des représentants de ['espéce, tel
que les cochenilles males ou les fourmis ouvriéres. Ils se peut aussi
qu'ils aient une paire d'ailes atrophiée tels que les dipteres
(mouches, moustiques)

Parmi les ptérygotes, ceux dont les ailes ne peuvent pas se replier en
arriere au repos (telles que les libellules) sont qualifiés de
paléopteres, tandis que les autres insectes sont des néoptéres.

Les néopteres forment l'immense majorité des insectes que l'on
rencontre aujourd’hui. Parmi eux nous retrouvons ceux dont nous
avons eu l'occasion de parler précedemment, a savoir ceux qui ont
un développement de type holométabole. (Nous laissons donc de
coté désormais les hétérométaboles, ou nous pouvions retrouver par
exemple les mantes religieuses et les punaises).
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Paléoptére

Ptérygote

Holométabole .
(Vers les différents ordres)

Insecte Néoptere

Hétérométabole

Aptérygote
Figure 12 : Cladogramme des insectes vers les ordres.

Les insectes peuvent ne pas avoir d’ailes (les aptérygotes) mais la majorité en posséde. Si
ces ailes peuvent se replier en arriere au repos, ils sont des néoptéres, contrairement aux
paléoptéres (comme les libellules) et ils peuvent étre holométaboles ou hétérométabole.

C'est dans ce taxon-la, les holométaboles, que nous allons voir
quelques noms qui parleront au plus grand nombre, tel que les
hyménoptéres (abeilles, fourmis, guépes), les lépidoptéres
(papillons) les diptéres (mouches moustiques et syrphes), les
coléoptéres (hannetons, coccinelles). Ces noms de taxons
correspondent tous a des Ordres d’insectes.

Voici donc pour les principaux ordres des Insectes, et également une
petite observation du besoin impérieux d’'Homo sapiens, de creer
toujours plus de boites, pour y ranger ses colocataires.
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Dipteres et mouches soldats

Les mouches bourdonnaient sur ce ventre putride,
D’ou sortaient de noirs bataillons

De larves, qui coulaient comme un épais liquide
Le long de ces vivants haillons.

Baudelaire - Les fleurs du mal - Une charogne.

Maintenant que nous avons vu la classification du vivant, au
cours du chapitre précédent, nous allons nous arréter sur l'un des
ordres en particulier, celui des Diptéres. L'origine du mot diptere,
vient du grec (pteron : aile) et signifie deux ailes, cependant comme
tous les ptérygotes, les diptéres ont bien quatre ailes. Chez ces
derniers l'une des deux paires, la postérieure, est atrophiée. Elles
sont transformées en un balancier (ailes en haltéres), appelées licols,
assurant la stabilité au cours du vol (figure 13).

Figure 13 : Ailes en halteéres d'un Tipule (vue dorsale).

Les deux ailes en haltéeres d'un Tipule sont pointées avec les fleche rouge, elles sont
essentielles dans la stabilisation du vol chez les diptéres (Crédit photo : André Lequet -
20173).
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En 2009 on estimait que plus de 150 000 especes avaient ete décrites
pour cet ordre et qu’ily en aurait prés d'un quart de million (Cranston
et Gullan 2009). La monophylie de ce taxon est bien admise (Yeates
et Wiegmann 1999).

Selon les dernieres études, l'ancétre de tous les diptéres serait
apparu au cours du permien (figure 14) il y a quelques 282 millions
d’années (Montagna et al 2019).
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Représentation des périodes géologiques du Phanérozoique. Adapté de Cohen et al 2013 (updated).
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Figure 14 : Echelle des temps géologiques

Ce groupe contient bon nombre d'especes que nous rencontrons
dans notre vie de tous les jours, tels que les mouches, les taons, les
syrphes et les moustiques.

Les dipteres jouent un role écologique majeur, deuxieme groupe
pour la pollinisation, aprés les hyménopteéres, grace notamment aux
syrphes et aux Bombilidées (Larson et al, 2001).

Il a été montré, par exemple, que c’est Ornidia obesa (figure 15) un
syrphe qui était, avec d’autres dipteres, primordial pour la
pollinisation d'un cacaoyer (Theobroma cacao). Pas de diptera, pas
de chocolat (T.P. Rajendran in Sharma et al 2016 - p 47).



Figure 15 : Ornidia obesa.

Gail Hampshire CC BY 2.0

Ils sont egalement les principaux insectes coprophages,
détritiphages et nécrophages.

Par ailleurs, ces animaux sont aussi responsables de transmission de
maladies a 'homme (Les moustiques sont vecteurs de la dengue, du
virus du Zika, ou encore du paludisme) ou aux animaux (la mouche
charbonneuse, Stomoxys calcitrans, transmet le virus de l'anémie
infectieuse équine). Ils peuvent également étre des ravageurs de
cultures (Psila rosae, la mouche de la carotte par exemple). La
diversité de l'ordre des diptéres reste malgré tout, peu étudiée si l'on
excepte un nombre limité d'especes modeles comme la drosophile
ainsi que des espeéces transmettant des maladies ou ravageant les
cultures.

Sur le plan écologique, les diptéres représentent le taxon le plus
diversifié et compte tenu de ce que nous avons dit juste avant, ils ont
probablement un impact économique plus fort sur I'étre humain que
tous les autres ordres d'insectes (Kongyeli Badii, 2020). Ils
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représentent 10 a 15% des especes animales connues, répartis dans
environ 17 000 genres, 190 familles, 28 a 39 superfamilles et 12 a 15
infras ordres. Par ailleurs, quelques 3100 espéces fossiles ont été
décrites (Yeates and Wiegmann, 2017).

Les Diptéres sont le deuxieme ordre d'insectes, en nombre d'espéeces
connues et décrites, apres les Coleopteres, et juste devant les
Lépidoptéres et les Hyménoptéres (Eggleton 2020).

Le régime alimentaire des diptéres est tres varie, il consiste
essentiellement en un large éventail d'hématophagie et de
parasitisme (a la fois endo- et ectoparasitisme) de vertébrés et
d'invertébrés. Egalement, plusieurs formes de mycétophages,
saprophages et phytophages. La plupart des especes de cet ordre
sont connues pour étre présentes dans presque toutes les zones zoo-
géographiques du monde. Elles se sont avérées bien adaptables a
une grande diversité d’habitats. Elles peuvent survivre dans presque
tous les environnements habitables de la terre, a l'exception des
profondeurs océaniques (Grimaldi and Engel, 2005).

Nous avons déja eu loccasion de parler un peu avant de la
monophylie des diptéres, mais au sein de cet ordre, plusieurs
regroupement  traditionnellement  admis s‘avérent  étre
paraphylétique comme pour les nématoceres. Cependant le
caractére monophylétique des brachyceres est quant a lui bien établi
(Yeates et Wiegmann 1999).

Cette séparation arrive donc au niveau de linfra-ordre, et c'est
justement au cceur des brachyceres que nous allons retrouver une
famille en particulier : les Stratiomyidae.

Exit donc les moustiques, syrphes, drosophiles, taons et autres
mignonneries tel que le moucherons des éviers : Clogmia
albipunctata (figure 16), et bonjour aux mouches soldats (figure 17).
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Figure 16 : Clogmia albipunctata.

Ghent, Belgium CC BY SA 3.0

Peut-étre n’étes-vous pas bilingue en grec, mais “Stratiomyidae”
vient du grec et signifie mouches soldat, décrite pour la premiére fois
par un entomologiste Francais, Pierre-André Latreille, au début du
19éme siécle (Latreille et al., 1802), cette famille de diptéres contient
quelques 2900 espéces réparties dans environ 400 ordres. (COL:
Catalogue of life).
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Muscomorpha

Brachycéres

Stratiomyidae

Diptéres

Stratiomyomorpha

Xylomyidae

Nématoceéres

Figure 17 : Cladogramme des diptéres au Stratiomyidae.

Les brachyceres possedent des antennes courtes, ils ont soit une forme de Stratiomyidae,
les Stratiomtomorpha, soit une forme muscoide (Muscomorpha).

Décrite dans les mémoires de l'académie des sciences de 'lacademie
impériale de France en 1860 (Tome 21 - Partie 1 - page 1243) comme
des insectes a deux ailes ; a trompe charnue, rétractile, terminée par
deux levres; a antennes plus longues que la téte, coudées a leur base
allongée, formant une sorte de fuseau sans poil isolé ; corps long a
abdomen ovale, obtus, un peu déprimé et élargi ; corselet a écusson
armé de deux pointes en arriére ; ailes croisées dans le repos (figure
18).
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Figure 18 : Dessin d'observation d'un Stratiomyidae

(Mémoire de l'académie royale - p1284)

Environ la moitié des especes de mouches soldats ont des larves
aquatiques, et les adultes ont souvent tendance a mimer d'autres
familles d'insectes (Woodley 2001).

Prenons par exemple les espéces du genre Stratiomys qui imitent
relativement bien les guépes ou abeilles (figure 19).

Figure 19 : Stratiomys chamaeleon

CC-BY SA 3.0



Mais avant d'aller plus loin, j'aimerais que ['on prenne le temps de se
demander pourquoi d'ailleurs, cette famille s'appelle “soldat”. Du
reste, dans les autres langues les Stratiomyidae sont appelés «
soldier fly » en anglais, « moscas soldados » en espagnol et «
Waffenfliegen » (littéralement mouche d’arme, ou mouche armée) en
allemand. Qu’est-ce que ces mouches, pour la plupart inoffensives

pour 'homme, ont bien pu faire pour mériter une telle dénomination
?

A en croire le Professeur L.C. Miall dans “The natural history of aquatic
Insect”, 1912, p 196, “From the back of the thorax two spines stand out
towards the abdomen, and hence the name Stratiomys, which means
the “armed Fly.” Le nom de soldat viendrait donc de la présence de
ces deux épines sur le scutellum de ces mouches, comme on peut le
voir tres bien sur la figure 20.

Figure 20 : Odontomyia ornata.

Universite de Wageningen CC-BY 3.0. La presence des deux épines sur le scutellum
(marquées d'une fleche rouge) donnent le nom a nos mouches soldats.

Toujours est-il qu'a donner un nom militaire a cette famille
d'insectes, cela caractérise leurs noms vernaculaires. Voici quelques
exemples, quij'en suis slr, égayeront votre prochain diner mondain :
Stratiomys potamida (le général rayé), Odontomyia argentata (Silver
Colonel), Odontomyia hydroleon (Barred Green Colonel), Odontomyia
ornata (Ornate Brigadier - figure 20), sans oublier les mouches soldat
noires (Hermetia illucens), mouches soldat bleues (Exaireta
spinigera), les mouches soldat jaunes (Inopus flavus) et mouches
soldat de la canne a sucre (Inopus rubriceps) (Bull 1976)

Mais c’est aussi au sein de cette famille que l'on trouve 'animal dont
le nom scientifique est le plus long a savoir : Parastratiosphecomyia
stratiosphecomyioides.
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Les Stratiomyidae sont un groupe relativement primitif, et certains
insectes piégés dans l'ambre ont été datés du crétacée moyen (Liu et
al 2016).

L'ancétre commun de toute cette armée de Stratiomyidae aurait,
selon les dernieres estimations, vécues il y a quelques 143 millions
d'années (Brammer & Von Dohlen 2007)

D'un point de vue écologique, les Stratiomyidae présentent une large
varietée de comportements et d'habitats. Les larves sont
majoritairement détritivores, méme si celles qui sont aquatiques
peuvent se nourrir d’algues. Plus anecdotiquement, elles peuvent
étre herbivores ou méme prédatrices, tel que Zabrachia minutissima
qui est un prédateur des scolytes (Kenis et al 2004)

Les larves ayant un mode de vie terrestre sont tres souvent
retrouvées dans des matieres en décomposition ou encore dans des
excréments d’animaux.

Inopus rubriceps est un ravageur de culture des cannes a sucre et
certaines vivent sous l'écorce des arbres (Gerard and Burton 1983).

Chez les Stratiomyidae, le nombre de mues successives peut
atteindre 10 a 12 chez Inopus rubriceps (Gerard and Burton 1983) mais
se situe en genéral autour de 6.

Comme tous les dipteres, les Stratiomyidae sont des holometaboles,
ils vont alors passer par une étape immobile qu’est la pupe. Une fois
adultes, les mouches se nourrissent de nectar, ou peuvent ne pas se
nourrir du tout, a linstar d’'Hermetia illucens.

Nous prendrons le temps au cours du chapitre suivant de détailler le
cycle de vie d'un diptere, Stratiomyidae : Hermetia illucens.
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Hermetia illucens

Quarante-deux !
H2G2

Elle est décrite, en 1758, par Linné dans son Systema Naturae, et
rangée dans le régne animal parmi les diptéres muscomorpha. Elle
est décrite de la maniére suivante :

“Antennes filamenteuses, avec des ailes bleues, massues, avec un
corps noir, un segment d'abdomen translucide le long de leurs cotés.
Elle vit en Amérique du Sud”

Il précise ensuite la description qu’en fait Charles de Geer (un
biologiste suédois) : “Antennes longues, noires. Le deuxiéme segment
de l'abdomen est glauque, transparent sur les cotés.” Pour
information glauque en latin veut dire entre bleu et vert.

Figure 21 : Hermetia illucens

Credit photo : Cycle Farms
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En 1762, Linné, on lui pardonnera, décrit de nouveau la BSF et la
nomme Musca Leucopa. Puis, c’est au tour de Latreille, lui-méme qui
avait decrit la famille des Stratiomyidae en 1802, de “ranger” la
mouche soldat noire, dans le genre Hermetia, qu'il décrit en 1804.

La premiere vraie description de son cycle de vie se fera dans les
années 1920, dans les pages du bulletin de la société entomologique
d’argentine par Andrés Copello (Copello 1926) - Fait amusant, le
bulletin avait été créé quelques mois auparavant en 1925.

Pendant de nombreuses années, Hermetia illucens, sera laissée de
coté par la science, apparaissant par-ci par-la dans quelques textes,
principalement des articles qui traitent de faune locale.

Description des différents stades d’ Hermetia illucens
et Cycle de vie

Regardons donc, de plus pres, ce que cette mouche a comme
particularite.

Imago
Il s’agit de mouches de taille moyenne qui mesurent entre 15 et 20mm
de long (May 1961), une couleur noire, avec des reflets métalliques
bleu vert, et parfois légerement marron au bout de l'abdomen. Deux
ailes se replient l'une sur 'autre au-dessus du corps ainsi que des
ailes en haltéres (figure 22).

Comme tous les insectes, elle possede un corps en 3 parties : Téte,
Thorax et Abdomen.

La téte porte des antennes, qui sont composées de trois segments et
qui font environ deux fois la taille de la téte. Pour la vision, la mouche
soldat posséde trois ocelles et deux grands yeux composés (Oonincx
et al 2016), légérement plus écartés chez le male que chez la femelle.
Chez l'adulte, les pieces buccales sont atrophiées, ce qui ne change
rien au succes reproducteur mais il a eté supposé que cela
l'empéchait de se nourrir (Olivera et al 2016).

D'autres études au contraire, montrent que, bien que ces pieces
buccales soient atrophiées, 'adulte reste capable de se nourrir, et
posséde un tractus digestif entierement fonctionnel (Lupi et al 2019,
Bruno et al 2019). Différents essais de nourriture ont été réalisés,
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menant a la conclusion que l'adulte survivait plus longtemps avec de
la nourriture sous forme liquide (ou juste de l'eau) mais que cela
n'augmentait pas le nombre d'ceufs pondus (Bertinetti et al 2019). Par
ailleurs, 'adulte est capable, a l'instar d'autres especes du genre
Musca, de regurgiter de la salive, pour faciliter 'labsorption d'aliments
solides (Bruno et al 2019).

Un dimorphisme sexuel a d'ailleurs été trouvé au niveau des pieces
buccales (Pezzi et al 2020).

Le thorax est la partie du corps, qui, comme chez tous les ptérygotes,
porte les ailes, deux paires d'ailes. Cependant chez les dipteres, la
paire d'ailes postérieure est atrophiéee et est dite en haltere. Hermetia
illucens n'echappe pas a la regle. Son thorax est en trois parties, le
premier segment, le prothorax, porte la premiére paire de pattes, le
meésothorax, porte la deuxieéme paire de pattes ainsi que les ailes
(celles responsables du vol a proprement parlé) et enfin le
meétathorax, troisieme et dernier segment, porte la troisieme paire de
pattes ainsi que les ailes en haltére (figure 22).

Les pattes sont en trois parties, et ont un segment blanc. Les ailes
antérieures sont membraneuses et possedent des nervures,
caracteristiques de la famille des Stratiomyidae.

Sur la face dorsale, entre le thorax et 'labdomen, il y a le scutellum,
qui chez la plupart des Stratiomyidae, possede deux épines, qui
donnerent le nom aux mouches soldat. Les épines sont absentes du
scutellum chez Hermetia illucens (Oliveira et al 2015).

L'abdomen est la troisieme partie du corps des insectes. Chez
Hermetia illucens, il est composé de 8 segments, le premier est celui
qui porte une partie translucide (Oliveira et al 2016), ajoutant encore
a son apparence élancée, lui donnant un aspect de “taille de guépe”.
C'est de cette fenétre que le nom latin “illucens” tire son origine. Le
dernier segment qui porte les organes reproducteurs, est d'ailleurs
la principale partie ol s'exerce le dimorphisme sexuel (figure 23).
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Figure 22 : Description des difféerentes parties d'une Hermetia illucens adulte

Avec ['aimable autorisation de Dominique Marité

Ovipositeurs Crochets génitaux

Figure 23 : Dimorphisme sexuel chez Hermetia illucens.

Adapté de Caruso et al 2014
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Dans la nature, les adultes males sont principalement retrouves en
zone végétalisée, tandis que les femelles seront davantage au niveau
des sites de pontes (prés de matiéres en décomposition et
installation pour volailles - Tomberlin 2001). Cela est principalement
dld au comportement de reproduction que nous allons maintenant
detailler.

La reproduction
Au début de l'emergence, les imagos ne sont pas encore tout de suite
préts pour se reproduire, il faut environ deux jours avant que
'ensemble des piéces sexuelles soient matures (Tomberlin 2001).

Chez les BSF, la reproduction est un processus assez complexe, ou
les males vont avoir un comportement de lek afin de se reproduire
avec les femelles. Ce comportement, se caractérise par une lutte
entre les males pour un territoire donné, puis les femelles volent au-
dessus des males posés au sol ou sur des feuilles. Un male va venir
se “proposer” a la femelle en vol, si ce partenaire lui convient, alors
la reproduction s'engage, pendant 20 minutes environ, temps
pendant lequel le male va déposer ses spermatozoides dans les voies
génitales de la femelle (Figure 24).

Les BSF sont polyandres, ce qui signifie que plusieurs males vont
pouvoir féconder une méme femelle (Hoffmann, 2021). La femelle
possede trois spermatheques, mais nous ne savons pas encore s'il y
a un choix qui est opéré par la femelle pour le placement des
spermatozoides et le choix des ceufs qui seront fecondés. Une fois la
reproduction achevée, la femelle va chercher un site de ponte. Les
odeurs de matieres organiques en décomposition vont l'attirer et elle
va pouvoir pondre. Par ailleurs, la lumiére joue un role important
dans le mécanisme de la reproduction avec des longueurs d’onde
optimales dans les élevages (Awal Rabiul et al., 2022).
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Figure 24 : Reproduction chez Hermetia illucens.

Credit photo : Cycle Farms

Les ceufs

Les femelles BSF pondent entre 200 et 600 ceufs selon les difféerentes
études. L'une d'entre elles (Jones et Tomberlin 2020) montre que les
femelles plus grosses pondent plus d'ceufs. Les ceufs sont de petites
tailles environ 1 mm, de forme légérement oblongue (figure 25), un
poids de 25 pg environ et de couleur blanc créeme. Aprés 4 a 14 jours
selon la température et le taux d’humidité (May 1961) les larves de
premier stade vont pouvoir émerger.

Figure 25 : Geufs d'Hermetia illucens

Credit photo : Cycle Farms

Les larves
Les larves de BSF possédent 12 segments (figure 26) en incluant la
capsule céphalique et vont passer par 6 stades larvaires (figure 27 A-
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F), ayant a chaque fois une mue (Kim et al 2010 ; Barros et al 2018).
Selon les conditions environnementales (température, humidité,
accessibilité a la nourriture), les différents stades larvaires
s'enchainent plus ou moins vite. Il faut environ 14 jours pour passer
du premier instar au sixieme, et la taille va passer de 1.8mm a 20mm
(Liu et al 2019). Les larves commencent a se nourrir immédiatement
apres l'éclosion avec une consommation de plus en plus importante,
surtout apreés le troisiéme stade larvaire (Liu et al 2019). Le poids des
larves en 14 jours augmente d'un facteur 10000.

Bouche/ téte
T Yeux
Thorax
Y
A
~ Abdomen
Epines
anales
Y
D \/

Figure 26 : Description des différentes parties d'une larve d’Hermetia illucens

Credit Cycle Farms
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Figure 27 : Evolution des larves d'Hermetia illucens

Visualisation des 6 instars (A d F) et de la pupe (G) - Crédit Cycle Farms

Lors du dernier stade larvaire a lieu la pupaison (figure 27 - G), il s'agit
d'une étape ou les larves cessent de se nourrir, vont changer de
milieu, pour rechercher un endroit sec, et vont “durcir” leur
exosquelette, qui va de fait, s'assombrir.

Les pupes
La pupaison requiert environ 2 semaines (Hall and Gerhardt

2002). Comme chez la plupart des holométaboles, la pupe est
immobile, et c'est la prochaine mue, qualifiee de mue
imaginale, qui permettra |'émergence de ladulte. De facon
générale, les males émergent avant les femelles, ce qui peut
permettre d'éviter la consanguinité, les males s'éloignant alors
des sites d’emergences. Les femelles, qui émergent legerement
plus tard, sont en général plus grosses que les males.




Cycle de vie et facteurs influant
Le cycle de vie d'Hermetia illucens peut donc étre résumé en
visualisant le passage des difféerents stades (figure 28).

Stades Larvaires

Chiigeee

F

ond  3rd 4th 5t

Bth

Ponte Reproduction
Figure 28 : Resume du cycle de vie d'Hermetia illucens

Credit : Cycle Farms

Certaines substances ou certaines conditions vont venir altérer ce
cycle de vie, et cela que ce soit de fagon négative :

- La cyromazine et le Pyriproxyfen, sont deux insecticides, qui, a un
certain dosage, vont tuer les larves. (Tomberlin et al 2002).

- Le pH aura aussi un impact dans les premiers jours de
développement des larves. Cependant, quel que soit le pH initial, dés
le 4eme jour de developpement, le pH du milieu se stabilise autour
de 9 (Meneguz et al 2018).

Ou positive :

- L'augmentation de l'aération a pu tripler le poids sec de larves
cultivées sur des coproduits d'amande (Palma et al 2018).

- L'ajout de probiotiques, telles que les bactéries du genre
Rhodococcus, peut également augmenter le poids des larves et la
bioconversion des déchets (Franks et al 2021). Bacillus velezensis
ajouté au substrat a permis une augmentation du taux de protéine et
de la survie des larves de BSF (Pei et al,, 2022).
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Cependant la mouche soldat va pouvoir résister a certains
pathogenes, voire en réduire les proportions. Ainsi, dans un milieu
dans lequel se développent des larves de BSF, les proportions
d'Escherichia coli et de Salmonella enterica, vont étre réduites (Liu et
al 2008 ; Erickson et al 2003). En revanche, ce n'est pas le cas de tous
les pathogenes tels que des Enterococcus ou encore du
bactériophage X174 (Lalander et al 2013)

Par ailleurs les larves de BSF, sont capables sans modifications de
leur cycle de vie, de bio accumuler certains métaux lourds tel que le
cadmium et l'arsenic, de résister a toute une variété de mycotoxines,
de pesticides ainsi qu’a certains produits pharmaceutiques (Lievens
et al 2021 ; Camenzuli et al 2018 ; Diener et al 2015).

Répartition de la mouche soldat noire
Un faisceau de données pointe une origine Sud-Américaine de
l'espéce (nord de I'Amérique du Sud et Amérique centrale). Les
apports récents de la genétique des populations de l'espece qui
seront développés dans le chapitre 02 de cette thése (Hauser and
Woodley, 2015 ; Kaya et al 2021) ont confirmé cette origine.

Retenons néanmoins qu'une hypothése possible est que, profitant
des voyages humains, elle s'est propagée sur 'ensemble du globe,
s'acclimatant a quasiment toutes les conditions climatiques (Rozkosny
1983). Elle est retrouvée aujourd’hui sur tous les continents a
'exception de l'antarctique. Cependant, plusieurs observations
contredisent le scénario de « l'auto-stop ». Par exemple, on a
retrouvé dans le sarcophage d’'Isabelle de Naples (1470 - 1524) une
larve de mouche soldat noire (Benelli et al 2014). Or il a été proposé
que son arrivée en Europe, a Malte, n'ai eu lieu qu'en 1926 (Lindner
1936). Alternativement, elle pourrait s'étre immiscée lors des premiers
voyages transatlantiques en bateau, deés 1493 avec Christophe
Colomb, comme le suggére Benelli et al (2014). Ces données
anecdotiques montrent que le timing et le scénario de dispersion sont
encore trés mal connus.

Plus recemment de nouvelles localités ont eté détectées sur une
grande partie de 'Europe occidentale, portant le nombre de pays
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Européens ou elle est présente a 25, ainsi que dans la quasi-totalité
des pays du bassin méditerranéen (Demetriou et al., 2022).

Mais alors, comment passe-t-on d'un insecte dont on connait le cycle
de vie, la répartition, etc., a une utilisation industrielle ? La réponse
se trouve, en partie, dans un article de 2002 (Sheppard et al 2002) ou
les auteurs ont décrit un systeme d’élevage des mouches soldat. La
cle, ont-ils découvert, était de trouver le mélange précis de
température, d'humidité et, surtout, d'éclairage pour stimuler la
reproduction des mouches.

Et tout ca pour quoi ?

Mais avant de répondre a cette question, observons a nouveau a quel
point nous aimons créer toujours plus de boites, a l'image de la
classification compléete d'Hermetia illucens.

Organisme Animalia

SRl > Eucaryote > Opisthokonta » e » Eumétazoaire » ParaHoxoza
|
Arthropoda - Panarthropoda «—— Ecdysozoa D Protostomia R Nephrozoa R — Bilateria
A —_— Pancrustacea — Hexapodes e Insectes E— Dicondylia —_— Pterygota
|
Antliophora id Aparaglosata - aﬁgﬂggﬁg{; S — Oligoneoptere B — Neoptera
|
Diptera — Brachycera — Orthorrhapha ——» Straiomyomorpha ———» Stratiomyoidea —F Stratiomyidae

|

lllucens « Hermetia « Hermetiinae

Figure 29 : Ensemble des rangs taxonomiques de la mouche soldat noire.

Les 7 rangs principaux sont en vert (dans ['ordre : Régne, Embranchement, Classe, Ordre, Famille, Genre, Espéce).
Les rangs intermédiaires sont en bleu.



Partie 2 : Hermetia illucens et Homo
sapiens

Dans cette nouvelle partie, nous allons nous arréter sur
l'insecte star de cette these, Hermetia illucens, et
comment il interagit avec ['espece de celui qui est en
train d’écrire ces mots, ou de les lire, Homo sapiens.
Nous nous intéresserons dans un premier temps a des
aspects plus ou moins sympathiques de la vie d'un
insecte nécrophage et détritivore, puis nous verrons ce
que nous pouvons extraire de tout cela - littéralement et
financierement -

Mutualisme : Relation durable entre deux especes ou
deux populations, avantageuse pour les deux.
Larousse

L’étude.

Peinture generée par Craiyon

Craiyon, est un modéle d'lA capable de dessiner des images a partir de n'importe quel texte!



Entomologie médico-legale

[Parlant a un cadavre dont des insectes sortent du
ventre]

“Madame, je crois que vous avez besoin d’un
exterminateur.”

Alexx Woods - Les experts Miami -

Aprés avoir passé des dizaines d'années a apparaitre dans la
littérature scientifique, majoritairement pour signifier sa
présence dans certaines parties du monde; au travers, notamment,
de bulletins de sociétés entomologiques diverses et variees, au
Colorado et en Utah par exemple (James 1936), la reine de
cette thése, va commencer a faire parler delle dans un
domaine assez éloigné de celui sur lequel on lattendait : La
datation de lintervalle post mortem.

En 1982, deux scientifiques rapportent la decouverte d’une espéece
d’Hermetia dans un corps en décomposition (Lee and Cheong 1982).
En 1994, un scientifique du FBI publie le premier papier traitant de
['utilisation de la mouche soldat noire, comme insecte permettant de
dater l'intervalle post-mortem (Lord et al 1994). Evidemment la BSF
n'est pas le premier insecte utilisé en entomologie medico-légal, ni
méme le premier diptére (Catts et Goff 1992). Sa présence sur une
grande partie du globe permet, en revanche, d'avoir des informations
qui sont utilisables par un grand nombre d'enquéteurs.

La mouche soldat noire va, en effet, venir pondre ses ceufs dans les
20 a 30 jours qui suivent un décés (Lord et al 1994), et en fonction des
conditions de température et d’humidité, on pourra, au moment de
la découverte du corps, donner l'age des larves et ainsi estimer
l'intervalle post-mortem.

Des exemples d'utilisation de la présence de BSF dans des corps ont
eté donnes dans la litterature scientifique. En 2001 en Italie, pour la
premiére fois en Europe (Truchetto et al 2001). En 2008 au Brésil
(Pujol-Luz et al 2008) et 2011 en Espagne (Martinez-Sanchez et al
2011).
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Dans les cas présentés en Europe, les auteurs indiquent a chaque
fois que la présence d'Hermetia illucens est non seulement un
indicateur utilisable, mais que par ailleurs son interaction avec les
autres espéces d'insectes (par compétition) doit étre pris en compte
pour le décompte de lintervalle post-mortem. Ces informations
avaient d'ailleurs déja éteé utilisées dans le cadre de lutte biologique
contre les mouches domestiques (Furman et al 1959 : Bradley et
Sheppard 1984).

Et alors, me direz-vous, de quel genre de cadavre s'amourache
Hermetia illucens ? Et bien il semblerait que les BSF aient une
preference pour les cadavres en état de décomposition avancée et
secs, je vous épargne donc les images trop explicites (figure 30).

Datation de l'interval post - mortem
e e

A

>

;
4

r—h
ooo
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Figure 30 : Datation de l'intervalle post-mortem — reconstruction

Un corps est dans un environnement sec et en décomposition depuis 20 a 30 jours (1) c'est
a ce moment-la que des Hermetia illucens adultes vont venir pondre leurs ceufs (2). Les
larves se développent (3). Quand les autorités vont trouver le corps (4) les larves seront

analysées et en fonction de la température de l'environnement et de l'age de ces dernieres

on pourra donner la date de la mort (5).
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Quid des dechets ?

“Eveeee”
Wall-E - Wall-E Disney Pixar 2008

Alors si la datation de lintervalle post-mortem n’est finalement
qu’une utilisation anecdotique de la BSF, il est un domaine ou son
utilisation est prise tres au sérieux, la réduction et la transformation
des déchets.

Hermetia illucens possede des capacités tout a fait remarquables
lorsqu’il s'agit de réduire les biodéchets. Et dans un monde ou l'on
prévoit étre autour de 9,7 milliards d’ici 2050 (United Nations, 2021),
je vous laisse imaginer la quantité de dechets. En ne parlant ici que
des dechets municipaux solides et a ce rythme de croissance, cela
pourrait passer des 2,01 milliards de tonnes de déchets estimés en
2016 a quelques 3,4 milliards de tonnes de déchets municipaux
solides en 2050. (Kaza et al 2018).

En effet, et a titre indicatif, on estime que chaque étre humain produit
entre 0,11 et 4,54 kg de déchets par jour (figure 31), et cela augmente
dans les pays développés (Kaza et al 2018).
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Figure 31: quantité de déchet par habitant et par jour

La quantité de déchet produite par habitant et par jour est donnée en kilogramme. Elle
varie de 0,11 kg par jour et par habitant dans les régions sub-saharienne a 4,54 kg par jour
et par habitant en Amérique du Nord. La France est a 1,38 kg par jour et par habitant.
(Adapté de Kaza et al 2018)

Cependant, il est également important de prendre en compte les
régions ol sont généré les déchets, car bien qu'un habitant
d’Amérique du Nord ou d’Europe génére plus de déchet au quotidien
qu'un habitant de ['Asie de l'Est et du Pacifique, le nombre
d’habitants est bien plus important dans ces régions (figure 32).
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Figure 32 : Dechet généré par région du monde

Les pays d’Asie de ['Est et du Pacifique associé a l'Europe et a l’Asie centrale produisent 43
% des dechets du monde en termes de volume. Les régions du Moyen-Orient et de 'Afrique
du Nord et de 'Afrique subsaharienne sont celles qui produisent le moins de déchets,
représentant ensemble 15 % des déchets mondiaux. La région Asie de ['Est et Pacifique
génere le plus de déchets en termes absolus, soit environ 468 millions de tonnes en 2016, et
la region Moyen-Orient et Afrique du Nord en genere le moins, soit 129 millions de tonnes
(adapté de Kaza et al 2018).

Au niveau mondial, prés de la moitié de ces déchets sont organiques
(Figure 33). La composition en déchet varie d’'un pays a l'autre et est
corrélé au PIB par habitant.
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Figure 33 : Composition mondiale des déchets

Ily a donc, une corrélation directe entre le niveau de vie et la quantité
de déchets produits (Kaza et al 2018). De maniére générale, la
quantité de déchet par habitant augmente avec 'augmentation du
PIB (produit intérieur brut) par habitant.

En 2018, l'union européenne a produit 2,6 milliards de tonnes de
déchets (déchets provenant a la fois des particuliers et des
industries), soit, si on le rapporte au nombre d'habitants : 5,1 tonnes
par habitant (SDES, 2020).

Par ailleurs, en France, chaque année 10 millions de tonnes de
produits alimentaires sont perdues ou gaspillées, ce qui représente
prés d'un cinquiéme de la production (ADEME, 2019) et 100 millions
de tonnes de déchets alimentaires pour ['Europe (Winkel et al 2016).

La gestion des déchets devient donc une étape clé pour les décennies
a venir. D'autant plus qu'une mauvaise gestion des déchets, par souci
d’économie par exemple, entraine des problemes sanitaires
(produits toxiques, production de méthane, développement de la
vermine ...) ainsi qu’'un surcodt par rapport a ce que cela aurait colité,



de bien les gérer directement (Hoornweg and Bhada-Tata, 2012).
Actuellement seul 5,5% des dechets sont compostés et un tiers sont
placé dans des décharges ouverte (Kaza et al 2018).

Imaginez-donc que nous ayons sous la main un insecte qui se régale
de matiéres en décomposition, et qui, étant donné son histoire
évolutive, se trouve adapté a vivre dans ces déchets (comprenez bien
ici, que ce ne sont des déchets qu'aux yeux de ['étre humain, dans les
élevages de BSF ils sont considérés comme matiére premiére).

Et en effet, nous 'avons.

Ainsi en fonction des aliments qui seront donnés aux larves, celles-
ci pourront consommer 37,3 % d’'un aliment pour volaille, et jusqu’a
68% de déchets organiques (Diener et al 2011). Concrétement un
kilogramme d'ceufs de mouches soldat donnera en 10 jours 10 tonnes
de larves vivantes consommant 40 a 50 tonnes de deéchets
alimentaires.

Un autre aspect intéressant de la mouche soldat noire est également
présenté par Diener et al (2011) : un mélange un pour un de déchets
organiques et de boues fécales (excrément déshydraté), a conduit les
larves de BSF a une réduction de 66,6% de ces déchets. Ce genre de
matiere premiere, hostile pour la plupart des animaux ne l'est pas
pour Hermetia illucens. C'est en effet grace a sa grande résistance
face aux pathogénes que cela est possible (Voir Partie 1 - Hermetia
illucens - Cycle de vie).

Et c'est d'ailleurs grace a cette grande capacité, que l'on a trouvé aux
larves de BSF, de résister et d’assainir son environnement, des
bactéries, que l'on a commencé a utiliser Hermetia illucens avec cet
objectif. Que ce soit le fumier de volailles ou le lisier de porcs, l'action
de la mouche soldat noire va alors assainir et de plus, les nutriments
sont réduits de maniere significative entre 37 et 93 % selon les
éléments avec l'azote réduit lui a 71% (Newton et al 2005). L'ensemble
des macro et microéléments prélevés du lisier de porcs sont
accumulés dans les larves.

L'expérience en laboratoire a également montré que les
mauvaises odeurs du lisier etaient capturées par les larves
d'Hermetia illucens (Newton et al 2005).
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Hermetia illucens a éeté utilisée avec succes sur des tourteaux de
palmeraie, elle vient aussi s'inviter dans les plantations de café pour
dégrader les coques de café, ces derniéres qui étaient jusqu’a
présent, laissées de coté (Noerhatini et al 2022).

Par ailleurs, nous l'avions déja vu avant, mais Hermetia illucens
permet aussi de faire de la lutte biologique contre les autres especes
de mouches (comme Musca domestica - figure 34 - et Fannia
canicularis) et ce, sans pour autant envahir les milieux anthropisés
(Bradley et Sheppard 1984).

Figure 34 : Musca domestica - Dessin observation (Beink)

Hermetia illucens renter en compétition avec Musca domestica permettant une lutte
biologique. En effet contrairement aux mouches domestiques les mouches soldats noires
ne sont pas génante pour '’homme.

Cependant, des actions restent a mener. Les insectes, Hermetia
illucens en téte, sont en effet 'une des solutions pour diminuer la
quantité de déchets produits, mais ce n’est pas la solution miracle.
Aussi bien au niveau habitude de vie, recherche fondamentale (sur
les insectes et les potentiels risques) et législation, une marge de
progrés est possible (Lalander et Vinneras 2022).
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Rappelons une évidence : le meilleur déchet est celui qui n'est pas
produit (figure 35) mais quand bien méme, réduirions-nous
drastiquement nos déchets, il y en aura toujours.

> SToci
Prévenir @ (Non Déchet)

Reutiliser -
"
Recycler 25

Traiter Déchet
Eliminer

Figure 35 : Pyramide du traitement des dechets

Adaptée de Lalander et Vinneras 2022

Les insectes sont prometteurs et la mouche soldat noire en est un
bon exemple (Amrul et al 2022). Mais si ce n'était que la diminution
des déchets, cela rendrait déja Hermetia illucens fort intéressante,
mais rappelons-nous, que les pieces buccales de ladulte étant
atrophiées (mais pas non fonctionnelles - voir partie 1 Hermetia
illucens - Cycle de vie), l'adulte va tirer avantage de réserves
acquises au stade larvaire, et pourra effectuer sa mue imaginale.
Elle pourra se reproduire et pondre méme sans manger (Lupi et al
2019). Et nous allons, nous, Homo sapiens pouvoir tirer profit de ces
réserves.



Microbiologie et digestion

Evidemment, cette capacité a digérer tout ce qui l'entoure (ou
presque) ne se fait pas sans un systéeme digestif extrémement
efficace.

Le microbiote d'un animal est 'ensemble des micro-organismes qui
le compose. De maniére plus spécifique, nous allons nous intéresser
ici au microbiote intestinal.

L'intestin des mouches soldat noires (comme celui de tous les
insectes) peut étre divisé en trois parties :

L'intestin antérieur, l'intestin moyen, région la plus longue ou a lieu
la quasi-totalité de la digestion et de l'absorption, et enfin l'intestin
postérieur ou l'eau, les sels et certaines molécules sont absorbés
avant 'élimination des matiéeres fécales.

Le pH varie tout le long de cet intestin, et plus particulierement dans
l'intestin moyen qui peut lui-méme étre divisé en trois parties (figure
36). Dans ce dernier le pH est autour de 7 dans la partie antérieure,
entre 2 et 3 dans la partie moyenne et 8 dans la partie finale (Bruno
et al 2019 - Gold et al 2018).

\ middle
pH<3

Figure 36 : Parties et pH d'un intestin d'Hermetia illucens.

A & B : anatomie de l'intestin d’Hermetia illucens coloré au bleu de bromophénol (A) et au
rouge de phénol (B). Les barres représentent 2mm, et MT sont les tubes de Malpighi (organe
excréteur des panarthropodes). On y voit les trois parties de l'intestin : l'intestin antérieur
(foregut) qui commence a la bouche. L'intestin moyen (midgut) partie la plus longue et
enfin lintestin postérieur (hindgut) qui se termine par l'‘anus. C : on y voit les variations de
pH le long de l'intestin moyen (midgut) avec une premiére section avec un pH neutre, suivi
d’une partie trés acide et enfin d’une troisieme partie alcaline (adapté de Bruno et al 2019).
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Le regime alimentaire a un impact sur la croissance des larves, il a
également un impact sur 'endroit de l'intestin ou l'on retrouve les
bactéries. Il ne semble pas avoir d'influence sur le nombre total de
bactéries dans lintestin mais plutdt sur les communautés
bactériennes qui peuplent lintestin (Bruno et al 2019). De maniére
générale, la richesse bactérienne va en diminuant le long de
l'intestin, a l'inverse, la densité en bactéries augmente lorsque l'on
progresse le long de lintestin, pour étre maximale, quel que soit le
regime alimentaire dans l'intestin postérieur.

Un microbiote cceur a été décrit chez les BSF (Klammsteiner et al
2020), celui-ci est composé de Dysgonomona, d'Enterococcus, et
d'Actinomyces (figure 37).
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Figure 37 : Analyse Nonmetric Multidimensional Scaling (NMDS) du microbiote de larves
d'Hermetia illucens nourris avec différents substrats

L'analyse initiale est celle des bactéries présentes avant l'ajout d'un quelconque substrat,
puis mesurées avec différents substrats. Les points noirs indiquent les OTU (unité
taxonomique opérationnel) présents dans au moins 80% des échantillons et qui

constituent le microbiote cceur des BSF (Klammsteiner et al 2020).
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Le microbiote des larves de mouches soldat noires va jouer un role
important dans plusieurs domaines :

- En premier lieu, associés aux enzymes digestives (principalement
amylase, lipase et protéase), il agit sur la digestion des aliments, donc
sur les aspects nutritionnels (Kim et al 2011). Les larves de BSF vont
étre capables de se nourrir sur un grand nombre de substrats
differents, la classant dans les insectes polyphages.

- Ensuite le microbiote va agir, de concert avec d'autres molécules,
tel que des peptides antimicrobiens, pour la protection contre les
pathogénes. Mais également sur la détoxification et la dégradation
des antibiotiques (Zhang et al 2020). Ainsi que la réduction des
odeurs (Beskin et al 2018) et le choix du lieu de ponte (Jordan et
Tomberlin 2021).

Les bactéries intestinales sont également impliquées dans le
métabolisme énergétique et moléculaire, la biosynthése des
polysaccharides, et egalement dans des aspects moins attendus tel
que le transport d'ions inorganiques, le cytosquelette et le transport
membranaire (Zhineng et al 2021). Par ailleurs, d’'une génération a
une autre, il existe une faible variabilité inter-cycle dans les
communautés bactériennes, au cours de cycles d’elevages successifs
lorsque le protocole d’élevage est standardisé (Gorrens et al 2022)

Pour résumer, nous pouvons considérer, comme Gold et al. (2018), les
larves de mouches soldat noires comme des bioréacteurs pour les
déchets organiques (figure 38). Cest la combinaison des
microorganismes et des capacités intrinseques des larves, qui vont
faire de la BSF une championne de la dégradation.
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a) System description b) Fly larva reactor
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Figure 38 : Resumeé schematique du systéme digestif des larves de BSF

A : Les aliments ingérés par les larves passent par l'intestin qui peut étre considéré comme
un reacteur de biodéchets. B : l'intestin est divisé en trois parties avec des variations de pH
importantes dans la partie mediane. C : Dégradation a l'aide d’enzymes et de bactéries des
nutriments présents dans les biodéchets. La majorité de la digestion se fait au niveau de
l'intestin moyen, les nutriments sont dégradés dans la premiere partie de l'intestin qui sont
absorbés par la suite permettant la croissance des larves (d’aprés Gold et al 2018).

De maniere similaire, le microbiote du substrat, c'est-a-dire les
communautés bactériennes présentes dans l'aliment pour BSF, va
étre impacté par la densité en larves et la nature de ce substrat
(Schreven et al,, 2022).

Nous voila donc un peu plus avancés maintenant. Nous savons le
comment, maintenant passons au pourquoi. Pourquoi digérer ? Pour
se développer, faire ses mues, faire des réserves évidemment.

Alors ces réserves seront sous deux formes principales. Des protéines
et des lipides. Nous, Homo sapiens, avons trouvé comment les
utiliser, comment mettre a profit ces deux familles de molécules, et
d’autres familles encore.



Utilisation comme source de proteine

Les insectes sont depuis longtemps considéerés comme une source
alternative de protéines (Calvert et al 1969). Hermetia illucens n'a pas
tardé a attirer l'attention. Des 1973 en complément pour le poulet
(Hale 1973) puis en 1977 pour le porc (Newton et al 1977) et en 1981
pour les poissons (Bondari et Sheppard 1981).

En effet, les larves de BSF vont pouvoir contenir, en fonction du
substrat sur lequel elles ont été nourries, 32 a 58% de protéines, en
masse. Une fois debarrassée de la partie lipidique, cela peut monter
jusqu’a 55 a 65%. Ce genre de valeur peut également étre atteinte
avec des insectes comme le ver de farine. A titre de comparaison, le
boeuf en contient 19 a 26% (Van Huis et al 2013).

L'espace nécessaire pour produire des protéines, ainsi que le
potentiel de réchauffement climatique, sont bien moindre avec des
insectes qu'avec des sources de protéines animales plus
traditionnelles (lait ; porc ; poulet ; beeuf). Cependant, la quantité
d’énergie nécessaire est semblable aux autres élevages (Oonincx et
de Boer 2012). Ces aspects sont valables également chez Hermetia
illucens. De méme, la ou les protéines végétales sont parmi les plus
durables, les protéines d'insectes ne sont pas encore compétitives,
mais pourraient le devenir a moyen ou long terme. Notamment sur
le plan environnemental, cela est d'ailleurs déja le cas en matiere
d'utilisation d’eau et de terre (Smetana et al 2019).

Ces protéines peuvent étre utilisées pour nourrir differents animaux,
notamment des poissons. Elles présentent une excellente
digestibilité pour le poisson et les autres animaux. Les protéines
d'insectes de maniere générale sont qualifiees de protéines
complétes car elles contiennent tous les acides aminés (Leni et al
2020) contrairement a la majorité des protéines végétales.

La composition du substrat, sur lequel les mouches auront été
élevées, aura forcément un grand impact sur le taux et la qualité des
protéines de la larve. En effet, un élevage de mouches sur des
déchets fruitiers, apportera environ 300g de protéine par kilogramme
de matiere seche, tandis que sur des coproduits brassicoles, ce sera
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plus de l'ordre de 530g de protéeine par kilogramme de matiere seche
(Meneguz et al 2018).

Les essais pour faire de la farine d'insectes a partir de larves de BSF
déshydratées ont été nombreux. Plusieurs études, plus ou moins
concluantes, ont montré que cette protéine pouvait servir pour
nourrir des differents animaux :

Animaux

Porcs

Chevres

Volailles

Chiens

Tilapias

Truites

Soles

Saumons

Impact
Aucun impact (ni positif ni négatif)

Potentiel amélioration avant et aprés sevrage
ainsi que sur la croissance. Source de
probiotique via l'apport de bactérie lactique
Compensation d’un potentiel déficit en acides
aminées des BSF par rapport au soja.
Potentiel jaunissement de la peau et de la
chair des poulets.

Ameélioration de la digestibilité, des capacités
anti-inflammatoires et antioxydantes

Effet positif sur les transporteurs de protéines
et de graisses. Pas d'impact sur la croissance.
Potentiel amélioration de l'immunité.
Diminution du rapport hépatosomatique
(indice sur les réserves énergétiques).
Diminution de 'albumine et augmentation de
la globuline. Aucun impact sur la croissance.
Effet positif sur la croissance a faible dose de
remplacement. Au-dela de 50% de
remplacement, apparition de dommages
intestinaux.

Apport mineur, ou non significatif.

Etude
Biasiato et al
2019
Astuti et
Wiryawan 2021

Heuel et al 2022

Lel et al 2019

Kishawy et al
2022

Mikotajczak et al

2022

Li et al 2022

Belghit et al 2019

Par ailleurs, bien que certaines de ces études n'aient apporté aucune
preuve d'une amélioration de la croissance des animaux, par le
remplacement de l'aliment “habituel” (figure 39), par de la BSF, les
impacts écologiques et economiques ne sont pas toujours pris en
compte. Actuellement la plupart des poissons d’élevage sont nourris
avec des aliments a base de farine de poissons (carcasses de
poissons réduites en poudre) et huile de poisson. Le remplacement
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de tout ou partie de cet aliment par de l'aliment a base d'insectes,
peut s’inscrire dans une démarche écologique et potentiellement
économique, selon les colts des matiéres premiéres (Mikotajczak et
al 2022).

Smetana et al (2016) ont comparé les impacts environnementaux de
la production de ces protéines d’'insectes avec des aliments plus
classiques. Ils ont conclu que les BSF élevées sur des produits issus
de lindustrie alimentaire (dréches de distillerie) permettaient
d’obtenir un aliment ayant le méme impact environnemental que les
aliments classiques pour poulet. Cependant, si cet aliment était
produit avec des déchets municipaux, l'impact environnemental était
largement plus faible.

Parameters Treatments’ SEM P-value
CON BSFLS BSFL1O BSFL2O
Growth performance
Initial BW (g} 4.81 467 475 500 0.0693 0.399
Final BW (g 10.69 10.31 10.76 10.65 0.1299 0.684
BW gain (g 5.88 564 6.02 564 0.1134 0.645
Specific growth rate (%/day) 1.38 1.37 1.42 1.31 0.0245 0.453
Survival rate (%9 100 100 100 100 0.0000 1.000
Feed utilization
Daily intake rate (%y'day) 1.29 1.30 1.32 1.30 0.0067 0.606
Feed intake (g, as fed) 5.79 564 5.20 587 0.0669 0.568
Feed conversion ratio 0.99 1.00 0.98 1.04 0.0140 0.456
Protein efficiency ratio 2.15 2.14 2.14 2.01 0.0301 0.343
Environmental sustainability
Fish meal use (g/kg of fish gain) 34533 ° 32500 ° 29500 b 260383 © 102714 < 0,001
Fish oil use (g/kg of fish gain) 13813 ° 12300 & 10325 © 7303 ¢ 7.4534 < 0.001
FIFO 1.76° 163° 145° 121° 0.0641 < 0.001

Figure 39 : Analyse de l'inclusion de protéines issu de mouche soldat noires dans la
croissance des truites européennes — Salmo trutta.

L'inclusion de 5 10 ou 20% de protéines issus d’Hermetia illucens n'a aucun impact
significatif sur les performances de croissance ou les quantités de nourriture utilisées pour
la croissance des truites. Cependant l'inclusion de ces protéines a un impact
environnemental positif au regard de la quantité de farine de poisson utilisée pour nourrir
les truites (d’apres Mikotajczak et al 2022).

Pour ce qui est des qualités organoleptiques, une étude menée en
nourrissant des canards avec des larves vivantes, a conclu que les
ceufs avaient une bonne saveur et une belle couleur. (Gunawan 2022)
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Enfin des études ont montré que la BSF possedait une cinquantaine
de peptides antimicrobiens (AMP), soit la plus grande famille d’AMP
jamais identifiée chez un insecte (Zhan et al 2020).

Un peptide antimicrobien est un enchainement d’acides aminés (au
méme titre qu'une protéine - mais de plus petite taille) qui posséde
une action sur les pathogénes de 'hote. Ils font partie de la défense
immunitaire innée.

Chez la BSF, un extrait lyophilisé de larves, avait des activites
antimicrobiennes, notamment contre les staphylocoques dorés,
résistant a la méticilline (Park et al 2014). Plus récemment, un peptide
antimicrobien a été caractérisé, il aurait des activités perturbatrices
de larchitecture de la membrane cellulaire des bactéries (Di Somma
et al.,, 2021).

Un hydrolysat de protéines s'est avéré avoir des propriétés
antioxydantes, qui ont pu étre caractérisées via des techniques de
chromatographie liquide haute performance. Certains se sont avéres
presenter des risques d’allergie, cependant, la plupart sont non
allergénes et non toxiques et peuvent donc étre utilisés dans la
transformation d'aliments, de cosmétique et en médecine (Lu et al
2022).
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Feedstocks

Soybean
Rapeseed
Palm
Jatropha
Microalgae
BSFL

Utilisation comme source de lipides

Le gras c’est la vie
Karadoc - Kaamelott - Livre 2 épisode 76

Si, comme on vient de le voir, les protéines constituent une part
importante des réserves des larves de mouches soldat noires, l'autre
stockage est constitué de lipides. Et ces lipides ne sont pas en reste
question apport.

En effet, ils peuvent étre d'une part, utilisée comme aliment, rentrant
dans la composition de certains produits a destination des animaux
comme les poissons (Li et al 2022). Ils peuvent étre également utilisés
pour produire des biocarburants. 1000 larves croissant sur un
kilogramme de fumier de bovins / porcs / poulets donneront 36 / 58
/ 91 g de biocarburant (Li et al 2011). Des essais plus poussés ont
également été fait en Corée (figure 40), ou un rendement de
production supérieur a 85% a été constaté. (Park et al 2020).

Oil (lipid) contents Oil yield Biodiesel productivity
(% oil by wt. in dry biomass) {L oil ha " year ™) (kg biodiesel ha ™' year ")

18 636 562
41 974 862
35 5,366 4,747
28 741 656
50 97,800 86,515

30 - 40 162,000 145,800a

Figure 40 : Comparaison des quantités de biocarburant produites en fonction des matieres
premieres utilisées

La quantité de biocarburant en utilisant des larves de BSF (BSFL) est plus importante
qu’avec l'utilisation de soja de colza de palmier de jatropha ou de microalgue. L'étude a
considéré 25000 larves par m? (Park et al 2020).
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Il est egalement possible de faire rentrer Hermetia illucens en cours
de procédé, dans un objectif de production de biocarburant. En
partant de 200 grammes de tiges de mals, majoritairement
composées de résidus lignocellulosiques (non utilisable par la
mouche soldat noire en l'état), on peut effectuer une premiére
dégradation avec des vers de farine (Tenebrio molitor). Puis, par la
suite, utiliser des larves de mouches soldat noires (figure 41). Ce
genre de procédeé a conduit a une réduction des déchets de 51,8% (en
matiére séche), la production de 8,5¢ d'insectes, 1,95 g d’acide gras
lui-méme converti en 1,76g de biodiesel. Soit un taux de conversion
du gras d'insecte brut en biocarburant de 90% (Wang et al 2017).

Stage 1
Corn stover 200 g L. 2 Insect frass and residues it 2 Insect digestate Bio-organic fertilizer
& — Digestion system of — 182,098 — Digestion system of —— 111.50 - - -
Carrot 29.25 g yellow mealworm ' black soldier fly UE 11.59¢
Yellow mealworm biomass Black soldier fly biomass
439¢ 411g
Total insect biomass Degreased larval meal » Protein feed
— —
3.71% Biomass conversion 85g 655g 6358
Total grease
195¢
Biodiesel
0.77% Biodiesel yield L76¢

Figure 41: Résume schematique de la production de biocarburant par l'action combiné de
Tenebrio molitor et Hermetia illucens a partir de fanes de mais.

Adapté de Wang et al 2017.

Si 'on regarde d'un peu plus pres, la composition en acide gras des
larves de BSF, on se rend compte qu’elle va dépendre du substrat
utilisé. Meneguz et al (2018) ont élevé des BSF sur des produits aussi
varies que des fruits, legumes, coproduits de brasserie et viticoles. Ils
ont obtenu majoritairement des acides gras polyinsatures, tandis
qu’Ewald et al (2019) ont montré qu'élever des BSF, sur des substrats
tel que, du pain, des déchets alimentaires, ou encore du poisson,
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donnaient majoritairement des acides gras saturés et des acides gras
mono insatures.

Enfin ces acides gras peuvent étre utilisés dans les cosmétiques, des
essais de creme pour les mains ont notamment éte réalisés et se sont
avérés concluants (Verheyen et al 2018). De méme, des applications
medicales autour des lipides des BSF verront tres probablement le
jour dans les prochaines années. L'utilisation d’acide laurique dans
le traitement de l'acné (Nakatsuji et al 2009 ; Almeida et al., 2022) en
est un exemple. Des recherches ont recemment porté leurs fruits en
utilisant les acides gras produits par la BSF dans la lutte contre
Klebsiella pneumoniae multirésistant aux antibiotiques (Mohamed et
al., 2022).
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Autres utilisations et aspects reglementaires

Dura lex, sed lex

Jusqu’a présent, nous pouvons résumer l'utilisation de la mouche
soldat noire a trois grands domaines :

La production d’aliments, via les protéines et les lipides.
La réduction de biodéchets (figure 42).

La production de biodiesel via les lipides.

BSF treatment facility Rearing Residue processing
B L T
f il
[R— o <<
I I v" -
) —) _ —) = 0 ) —) D
— ﬁ - “’
Waste sourcing  \Waste pre-processing Treatment Product harvesting Larvae refining Animal feeding

Figure 42 : Résumé schématique du processus de transformation de biodéchet par
l'utilisation de mouches soldat noires.

Ce schéma présente ['utilisation d’Hermetia illucens a visée de production d’aliment pour
des élevages (Zurbriigg et al 2018)

Mais d'autres aspects de la mouche soldat peuvent encore étre
exploités. Il y a tout d’abord la chitine, ce polymére osidique, qui
constitue l'exosquelette des insectes. Ce dernier a des utilités
diverses: il posseéde des propriétés antimicrobiennes, peut étre
utilisé dans les cosmétiques ou en tant que cicatrisant sur les
brilures. C'est également un agent dépolluant des eaux.



L'avantage est, que l'extraction de la chitine des BSF ne rentre pas en
compétition avec les autres extractions (protéines et lipides) mais
peut se faire en complément (Guarnieri et al,, 2022).

Le rendement en chitine est de 5% (Lee et al 2022) ce qui est bien
plus faible que chez les crustacées, mais les quantités disponibles
pourront pallier ce rendement (Guarnieri et al,, 2022). La quantité de
chitine est egalement impactée par le regime alimentaire des larves
(Meneguz et al 2018).

Quant aux aspects de nutrition humaine directe, le criquet migrateur
(Locusta migratoria) et le ver de farine (Tenebrio molitor) sont déja
autorisés sur le marché européen pour la consommation humaine.
Ce n'est pas encore le cas pour Hermetia illucens qui reste donc en
attente de validation. En effet, pour qu'une espéce soit approuvée
par les autorités, il faut que sa composition ne mette pas en danger
les consommateurs. De nombreuses recherches ont donc éte faites
dans ce domaine. Elles tendent a montrer que les larves de mouches
soldats noires n'accumulent pas de produits toxiques (organiques ou
inorganiques) au -dela de la législation, exception faite de certain
métaux (comme le plomb et le cadmium notamment). D'autres
études continuent de paraitre régulierement, ce qui fera peut-étre un
jour pencher la balance définitivement pour obtenir ['autorisation ou
non (Lievens et al 2021 - Shah and Cetinglil, 2022).

Par ailleurs, les résidus, laissés par la dégradation de la matiére
organique, appelés « frass », peuvent également étre utilisés comme
amendement au méme titre qu’un engrais (Schmitt et de Vries 2020).
Ces résidus ont un impact positif sur le taux de chlorophylle dans les
plants de riz, et permet ainsi de réduire la quantité de fertilisant
chimique (Reswita et al., 2022).

Nous sommes ici dans une économie circulaire
compléte. Néanmoins, certaines études rappellent que, pour étre
reellement considéréees comme un gain environnemental, les larves
de BSF devraient étre élevées directement sur des déchets
organiques a faible teneur en protéine. Ces protéines produites par
les larves devraient étre utilisées directement pour l'alimentation
humaine (et non des animaux de rente). Il ne faut donc pas croire
que tout serait résolu avec la mouche soldat en 2022
(Seyedalmoosavi et al 2022). Cette étude conclut volontiers sur le fait
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que la BSF serait davantage une espece complémentaire, qu’'une
réelle prouesse pour I'économie circulaire.

En Europe, la BSF est autorisée pour 'alimentation animale mais sous
certaines conditions (Alagappan et al 2021). Il faut rappeler en effet,
que méme si les insectes ne sont pas destinés a l'alimentation
humaine directement, ils ne peuvent pas étre élevés dans des
substrats contenant des sous-produits animaux, eux-mémes étant
considérés comme des animaux d'élevages.

Maintenant que nous avons vu tous ces aspects, peut étre
commencez-vous a comprendre l'intérét de cette mouche ! En tous
cas, il n'y a pas que les industriels qui se soient saisis du sujet, les
scientifiques l'ont egalement pris a bras le corps. D'ou l'augmentation
significative du nombre de publications autour de la mouche soldat
noire. Méme si ces chiffres doivent étre modulés dans un contexte
d'augmentation généerale du nombre de publications scientifiques,
tous sujets confondus (figure 43).

160

140 [

[ [
o ]
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[¢2]
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Nombre de publication
o)
o
99—

40
20

0 @ Lt 89—
1957 1962 1967 1972 1977 1982 1987 1992 1997 2002 2007 2012 2017 2022

Année

Figure 43 : Augmentation du nombre de publications traitant d'Hermetia illucens entre 1955
et 2021

Données issues de PubMed NCBI.

Dans des sujets aussi variés qu'il est possible de voir (figure 44).
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Figure 44 : Mots clefs et relations entre ces mots clefs dans les publications traitant
d'Hermetia illucens

(Réalisé avec VosViewer — version : 20.06)

Et tous ces aspects, ne se contentent pas d’étre des solutions
environnementales prometteuses pour notre avenir, c'est egalement
un marché en cours de développement et de structuration ou les
aspects financiers prennent toute leur place.
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Aspect financier

Iln'y a pas de dechets,
que des choses que ['on ne sait pas encore vendre.
JG

S’ily a bien un aspect qu’il faut désormais prendre en compte
lorsque l'on parle de l'élevage de la mouche soldat noire, c'est celui
du modele economique qui sous-tend le monde de l'insecte. En effet,
bien que la BSF ne soit pas le seul insecte utilisé par des entreprises
pour faire de la production de protéines et de lipides sur des co-
produits, elle reste cependant en téte (All about feed, 2017).

Parlons business donc, peu de données sont encore présentes sur
les differents insectes utilisés par les industries mais selon «
meticulous research », pour ce qui est de tous les insectes : les
marchés de linsecte pourraient dépasser le milliard de dollars en
2023 (Guiné et al 2020 - figure 45) et atteindre plus de 9 milliards
d’euros d'ici 2030. Avec un CAGR (taux de croissance annuel) autour
de 28,3% entre les années 2022 et 2030 (a titre de comparaison, le
marché du pet food est autour de 5 milliards d’euros) et dépasser les
3 millions de tonnes d'ici 2030 (meticulous research, 2022).
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Figure 45 : Croissance attendu du marché des insectes comestibles

Evolution entre 2018 et 2023 dans les différentes régions du monde (Guiné et al 2020).

Par ailleurs, l'élevage d'insectes va permettre la création d’emplois,
et bien qu'il soit difficile d’obtenir des chiffres fiables, nous pouvons
regarder ['évolution du nombre d’entreprise entre 2005 et 2020
(Cohen et Duchemin 2020 - figure 46).
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Figure 46 : Evolution du nombre d'entreprises d'élevages d'insectes
Evolution sur trois régions du monde entre 2005 et 2019 (Cohen et Duchemin 2020)

Et ces élevages, en comparaisons avec des élevages classiques
utiliseront moins de nourriture, d'espace et d’eau (figure 47).

Feed (kg) / kg of live weight Land (m?) /gram of protein
10 300
8 250
6 200
150
4 2 100 2 63
2 ' 50 % ﬂ ﬂ
0 0

Insect Chicken Pig Cow Insect Chicken Pig Cow

=y -y oy

Water (L) / gram of protein

120
100
80
60

40 23
20
0

Insect Ch:cken Pig Cow
Figure 47 : Quantites comparées de nourriture d'espace et d'eau

Comparaison de différents élevages, les insectes nécessitent systématiquement moins
d'intrants que les élevages compareés (Guiné et al 2020).
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Si l'on se base sur les adhérents a U'IPIFF (International Platform of
Insects for Food and Feed) de 2019 qui comptaient une soixantaine
de membres parmi les principales entreprises de l'insecte, prés des
deux tiers travaillent avec la mouche soldat noire (IPIFF 2019).

En 2017, un article publié dans les échos, faisait état pour 'ensemble
de la filiere insecte, de levées de fonds cumulées autour de 100
millions d’euros (Les Echos, 2017).

Et deux ans apres, en 2019, selon Crunchbase voila les levees de fonds
en dollars des 5 plus grosses entreprises de l'insecte :

175 millions pour Ynsect (Tenebrio molitor - France - créée en 2011)
122 millions pour AgriProtein (BSF - Afrique du Sud - créée en 2008)
120 millions pour EnviroFlight (BSF - Etats-Unis, créée en 2009)

55 millions InnovaFeed (BSF - France, créée en 2016)

45 millions Protix (BSF - Pays-Bas, créée en 2009)

Donc 4 des 5 plus grosses entreprises de l'insecte font de l'élevage
de BSF et 2 d'entre elles sont francaises. En novembre 2020,
Innovafeed a refait une levee de fonds de 140 millions de dollars.

En 2021, le total des levees de fonds était a plus de 400 millions de
dollars.

Cependant, tout n'est pas encore gagne. En effet en terme
économique, l'élevage d’insecte peine encore a convaincre. Une
étude menée avec des farines d'insectes composées de Tenebrio
molitor, montre une augmentation des colts de l'alimentation en
raison des prix de la farine sur le marcheé (ces codts étant directement
corrélés aux colts de production). Par conséquent, bien que les
avantages environnementaux soient évidents, l'industrie aquacole et
la production d’'insectes ne se rejoignent pas encore sur ces aspects
purement économiques (Arru et al.,, 2019).

A 'heure actuelle, la production de farine d’'insectes élevés sur des
biodéchets n'est donc pas encore rentable et ce pour au moins deux
raisons. La premiéere est que le colt des autres sources protéiques
(Soja notamment) reste en deca de celui de la production a partir de
BSF. Cela est principalement di aux colts de transport qui sont
ridiculement faibles par rapport a l'impact écologique qu’ils ont. La
deuxiéme raison est, qu’il n'y a pour linstant aucun avantage
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financier a favoriser le recyclage des biodéchets par des larves de
BSF par rapport a une destruction pure et simple.

Nous voici donc avec un insecte qui peut étre éleve facilement.
En effet, en termes d'espace, les élevages de BSF peuvent étre
empilés et il n'y pas besoin de supplémenter en eau. Mais tous les
éleveurs, d'insectes ou non, sont en recherche permanente
d'amélioration de leurs performances. La BSF ne fait pas exception.
Une possibilité serait d'obtenir des mouches qui pondent beaucoup
d'ceufs, qui stockent davantage sous forme de protéines ou de lipides
selon ce que l'on veut exploiter par la suite. Peut-on gagner en masse
et en temps de développement autrement qu'en changeant la
composition du substrat ? Peut-on trouver des Hermetia illucens plus
résistantes a des températures plus basses ?

Et naviguant autour de toutes ces questions, quelle est la part de la
geneétique dans toutes ces améliorations que les industriels peuvent
vouloir ?

Alors sans plus tarder plongeons dans les aspects génétiques, la
diversite et les potentiels d'ameélioration qui s'offrent a nous.
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Partie 3 : Généetique

Nous y voici finalement, troisieme pilier de cette
introduction de these, bienvenue dans ma cuisine ...
moléculaire. Nous avons bien parlé d’Hermetia illucens
jusqu’a present et je vous rassure, cela va continuer. Mais
nous allons continuer notre voyage au cceur des tissus,
des cellules, des noyaux et des organites de notre petit

diptere.

Double hélice d’ADN — ASCII art
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Structure des génomes et sequencage.

ATGGCCAGATGCATTGCTTGA

Structure des génomes

Un génome est l'ensemble des informations géneétiques
contenues dans chacune des cellules d'un organisme. Chez les
eucaryotes, tel qu'Hermetia illucens, cela comprend d'une part,
les chromosomes (autosomes et gonosomes) situés dans le noyau
des cellules mais également 'ADN mitochondrial contenu lui dans
les mitochondries. Dans ce mot : « génome » on retrouve la racine
« géne » aussi vais-je le définir. En termes moléculaire, un gene
se définit comme la séquence complete d'acide nucléique
nécessaire a la synthése d'un polypeptide ou d'un ARN fonctionnel.

Génome mitochondrial

Les mitochondries sont des organites, dérivant d'une bactéerie
symbiotique ancestrale, présents chez la plupart des eucaryotes
(Karnkowska et al., 2016), elles ont leur propre génome. Le génome
mitochondrial d'Hermetia illucens (figure 47) est circulaire, comme
tous les génomes mitochondriaux. Il fait un peu plus de 15 kb
(kilobases) il contient 13 génes codant pour des protéines, 22 génes
codant pour des ARN de transfert (tRNA) 2 codant pour des ARN
ribosomaux (rRNA) et une région non codante de controle (Qi et al
2017). Les mitochondries ont une transmission maternelle et sont
présente en nombreuses copies dans les cellules des organismes.
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Figure 48 : Genome mitochondrial d’Hermetia illucens

Les genes codant pour des protéines sont en vert, les tRNA en violet, les rRNA en bleu et les
régions non-codantes sont en jaune (d’aprés Qi et al 2017, visualisation Geneious)

Génome nucléaire

Le génome nucléaire, situé dans le noyau chez les eucaryotes,
contient l'information génétique encodée sous la forme d'une double
helice d’ADN. Cette méme hélice, par lintermédiaire de
protéines (histones et non histones), est compactée a différents
niveaux de densité jusqu’au chromosome (Lodish et al., 2005).

Dans une cellule somatique, la ploidie est le nombre de copies de
chaque autosome. Le génome d'Hermetia illucens, est diploide
(Boyes 1973). Au sein d'un génome, nous allons retrouver les génes
codant pour des protéines (génes uniques ou genes dupliqués). Chez
les eucaryotes, ces génes sont composés d'exons et d'introns. Nous
allons également retrouver les genes codant pour des ARN
fonctionnels. Le reste des génomes est composé d'’ADN répété et
d’ADN intercalaire (Lodish et al,, 2005).

(00]
(00)



Les génomes sont de tailles trés variées (elles sont données en méga
paire de bases Mpb). Le nombre de génes contenu dans un génome
n'est pas corrélé a sa taille. En effet, a titre d’exemple, chez les
eucaryotes, Drosophila melanogaster a un genome de 118 Mpb avec
environ 16500 genes (Adams et al, 2000) et le nématode
Caenorhabditis elegans a un génome de 100 Mpb avec plus de 22500
génes (Waterston et al, 1993). Au départ les premiéres études
revélaient que le génome d'Hermetia illucens était composé de 7
paires d'autosomes et d’'une paire de gonosomes de type XY (Boyes
1973 - figure 49). Cependant des études plus récentes on fait
apparaitre qu'il ne comptait que 6 autosomes (figure 50) et une paire
de chromosomes sexuels. Le genome de la BSF fait 1010 Mpb, et code
pour 16478 génes (Generalovic et al., 2021), ce qui le place parmi les
grands génomes pour les diptéres (figure 517).

Figure 49 : Chromosomes d'Hermetia illucens

Caryotype (x1740) des chromosomes d’Hermetia illucens en métaphase I. Les chromosomes
ont été extrait de cellules spermatiques (Boyes 1973)
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Mpb, Hermetia illucens a été rajoutée en violet. La mouche

Les tailles sont donnees en
soldat noire a un génome de taille importante par rapport aux autres dipteres brachyceres.

Adapte de Petersen et al 2019.



ADN répété

Nous l'avons dit un peu plus tot, les éléments répétés sont une partie
importante des génomes eucaryotes et ils jouent un role clé dans la
genération de variations structurales et plus genéralement dans
'évolution des génomes.

Ily a tout d'abord 'ADN réepéte de séquence simple, il s'agit de
courtes séquences (de 1 a 500 nucléotides) répétées en tandem (de
mille & un million de fois). On les rencontre en particulier prés des
centromeéres et des télomeéres (Lodish et al., 2005).

En fonction de la taille de la séquence répétée (1 a 500 pb) et du
nombre de répétition on distingue les satellites (longs et trés
répétés), les minisatellites (plus courts car moins répétés, tel que les
télomeéres par exemple) et les microsatellites qui sont de court motif.
La longueur d'une région contenant ces courtes sequences repétees
en tandem est trés variable d'un individu a lautre, au sein d'une
meéme espece. Les differences de longueur de certaine de ces régions
sont a la base de techniques de génétique des populations (Lodish
et al., 2005).

Par ailleurs il y a 'ADN repéte disperse, il s'agit de sequences
repétéees, en general plus longues que les précedentes. Elles ne sont
pas organisées en tandem mais sont dispersées dans le génome. Ces
séquences portent également le nom d’élément transposable (TE).
Elles se sont en effet insérées dans les genomes au cours de leur
evolution. Certaines ont encore la capacité de pouvoir s’y déplacer.
Ces éléments ont éeté découvert a la fin des années 40 par la
biologiste américaine Barbara McClintock (elle obtiendra pour cela le
prix Nobel .. en 1983). Par ailleurs, le nombre d'éléments
transposables peut étre trés difféerent méme entre 2 espéces proches.
En effet entre Drosophila melanogaster et Drosophila simulans ily a
3 fois plus de TE chez la premiére que chez la seconde (Vieira and
Biémont, 2004).

Il existe deux classes d’élements transposables. Ceux de classe 1 qui
passe par un intermeédiaire ARN pour leurs réplications et qui se
retrouvent de maniére générale multipliés dans le génome (les
rétrotransposons avec et sans LTR). Ceux de classe 2 qui ne passent
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pas par un intermédiaire ARN et dont le mécanisme général est plutot
de type « couper-coller » (Wicker et al., 2007 -figure 52).

Elements transposables
Classe 1 Classe 2
éléments a ARN éléments a ADN
(rétrotransposons) (transposons)
Avec LTR Sans LTR
LINE
SINE

Figure 52 : Classification simplifiee des elements transposables

Les transposons d’ADN (classe 2)

Aussi appelé élements a ADN, les transposons d'’ADN sont des
séquences d’ADN linéaires qui ne peuvent étre isolés a 'état libre. Ils
sont capables de promouvoir leur translocation d'une molécule
d’ADN a une autre ou d’'un endroit d'une molécule d’ADN a un autre
(Lodish et al., 2005).

Les rétrotransposons a LTR (classe 1)

Ces élements sont caractérises par la présence de longues
répétitions terminales (LTR) qui encadrent la région centrale codante.
Ils se déplacent en faisant intervenir une transcriptase inverse qui
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est codé directement par la partie centrale (Lodish et al., 2005). Ils
sont abondants dans les génomes des drosophiles (Peterson et al,
2019 - figure 53).

Les rétrotransposons sans LTR (classe 1)

Ils constituent une grande partie des éléments répétés des génomes,
ils sont composés de LINE (Long Interspersed Nuclear Element) qui
eux ne codent que pour une protéine qui fait tout le travail
(séparation réplication intégration) de 'élément. Et enfin des SINE
(Short Interspersed Nuclear Element) qui eux vont utiliser les
protéines des autres éléments de classe 1 (LINE par exemple) pour
réaliser leur transposition.
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Figure 53 : Proportion des différentes familles de TE chez les dipteres. Adapté de Petersen et al 2019.



Role des éléments transposables dans I'évolution
des génomes

Il est généralement admis que la taille des génomes est corrélée a la
quantité d’éléments transposables (Kidwell, 2002). De plus, lors de
leur transposition, les éléments transposables peuvent avoir des
actions déléteres, par scission d'un géne par exemple. De méme que
leurs départs peuvent entrainer des cassures d’ADN (Bourque et al.,
2018). Les TE peuvent également étre responsables de
changement dans la structure méme de 'ADN par la formation de
méthylation (McDonald et al., 2005). Ils sont également suspectés
d'avoir un role important dans la spéciation (Jurka et al.,, 2007 ; Ricci
et al,, 2018).

Par ailleurs, les éléments transposables peuvent également jouer un
role agissant directement sur le phénotype de ['hote. L'exemple
le plus célebre étant probablement le changement de couleur
de la phaléne du bouleau (Biston betularia) dont la couleur
originelle, pale, et la couleur de la nouvelle forme, noire, est due a
la présence d'un large élément transposable dans un intron du
cortex de géne (Hof et al., 2016).

Le séquencage

Apres que la structure de 'ADN fut révélée au monde en 1953,
la decouverte de 'ADN polymeérase en 1956 fut une autre découverte
majeure. Elle permis en effet en 1977 d’avoir les premiers résultats de
sequencage et en 1986 d'avoir la premiére publication sur la PCR
(Réaction de Polymeérisation en Chaine).

- Pour information, ce qui est resume ici en 4 lignes, a necessité des
decennies de recherches, l'implication de centaines d’hommes et de
femmes, des milliers d’heures de travail et a eté recompensé par la
distribution de 5 prix Nobel -

Alors si évidemment, je ne vais pas rentrer dans les plus fins détails
de l'histoire, bien qu’elle soit passionnante, je voudrais quand méme
vous parler des techniques de sequencage qui ont été employées au
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cours de ma thése, et plus particulierement le MinlON (figure 54)
développé par Oxford Nanopore Technologie (Branton et al 2008).

Figure 54 : MinlON développé par Oxford Nanopore Technologie

Le MinlON est un séquenceur portable, capable de sequencer de longs fragments d’ADN a
une vitesse proche des 500 nucléotides par secondes.

Le principe de base de la technologie MinlON est la mesure d'une

difference de potentiel a l'intérieur d'un pore protéique (de l'ordre

du nanométre) provoqué par le passage d'une molécule d’ADN (figure

55).
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Figure 55 : Détail d’une molécule d’ADN séquenceé dans ['un des pores moléculaires du
MinION

Le pore, en bleu, est enchdssé dans une membrane, en gris, ['un des deux brins d’ADN, en
bleu clair, est guidé via une protéine, en violet, au travers du pore.

Ces pores, (au nombre de 2048 dans les cellules actuelles) sont
intégrés sur une membrane électro-résistante et sont chacun reliés
a une électrode. La molécule d’ADN est guidée vers le pore au moyen

d'une protéine attachée préalablement a la molécule d’ADN a
séquencer et seul l'un des deux brins est guidé a l'intérieur.

Le passage du brin d’ADN au travers du pore, va provoquer une
perturbation du champ électrique le traversant. L'électrode va alors
mesurer le signal qui sera di a la présence de bases a l'intérieur du
pore. Le brin d’ADN continue d’avancer et l'électrode continue de
mesurer a une vitesse de 500 bases par seconde. Le signal électrique
étant spécifique de la présence de certaines bases dans le pore, il est
transcrit directement en séquence d’ADN.

Le premier avantage de cette technologie, est la vitesse de
sequencage et la taille des fragments mesures. C'est-a-dire que l'on
peut désormais obtenir un génome complet en quelques heures. Par
ailleurs, les technologies Nanopore sont capables de séquencer des
fragments de plusieurs milliers de bases. Un autre avantage apporté
par MinlON est sur le colt de séquencage, en effet le colt moyen est



désormais bien plus faible. Enfin il s'agit d'une technologie portable
qui a pour vocation d'étre employée directement sur le terrain,
permettant ainsi un séquencage rapide in situ.

Cependant, cette technologie n’est pas exempte de défaut. Le
principal probleme étant le taux d'erreur que peut étre amené a faire
le sequenceur, principalement au niveau des homopolymeres. Le
logiciel de base Calling, fourni par le constructeur, est capable de
faire diminuer ce taux d’erreur, mais il semble qu’'en 2021, il restait
autour de 6% (Delahaye et Nicolas 2021). Cela dit, il est possible de
combiner les technologies de séquencage pour corriger les longs
fragments sequencés par le MinlON qui comportent des erreurs avec
des fragments, plus courts, obtenus avec une technologie qui
présente moins d'erreurs. Ce séquencage hybride offre actuellement
le meilleur des deux mondes.

Une fois les sequences obtenues, il convient d'assembler les
differents fragments d'’ADN pour tenter de reformer le plus
fidélement possible la molécule initiale (chromosome, ou ADN
mitochondrial par exemple). Le principe de l'assemblage est en soit
assez simple : il repose sur l'homologie de deux ou plusieurs
fragments sur un espace donneé. Il existe deux méthodes qui sont
principalement utilisées dans les logiciels d’assemblage moderne : la
méthode OLC (pour Overlap Layout Consensus — figure 56) et une
méthode basée sur des graphs de de Bruijn (Li et al 2011). Parfois,
comme dans le cas du logiciel MaSuRCA les deux methodes sont
combinées.
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Figure 56 : Exemple d'assemblage OLC

A partir d’'un génome extrait des cellules d'un tissu, ou d’un organisme (donc présent en
plusieurs copies), par séquencage on obtient des fragments (reads) d’ADN. Le logiciel
réealisant 'assemblage va alors repérer les régions se chevauchant (Overlap), et celles-ci
vont étre assemblées, simplifiées et corrigées par 'étape suivante (Layout), enfin la
séquence la plus probable est conservée pour chaque contig (Consensus).

Quelquefois, il n'y a pas assez d'information genétique pour pouvoir
assembler de maniére fiable les fragments jusqu’a la reconstruction
du chromosome. On parle alors de contig. On peut par la suite
rassembler ces contigs entre eux en acceptant une plus grande

incertitude. On parle alors de scaffold (figure 57).

98



Genome

Reads e — -
. . v .
Contigs
L L
L J L J
Scaffolds

Figure 57 : Resumeé d’un assemblage avec une étape de scaffolding

Les contigs obtenus peuvent étre de nouveau assemblés, via une étape de scaffolding. Il
s’agit de rassembler des contigs, dont la sequence est robuste, entre eux et dont la
distance entre eux est connue mais pas la sequence.



Genetique des populations

Les plus grandes idées sont les plus simples
William Golding - Sa majesté des mouches

Si nous avons au cours de la premiére partie défini ensemble
les notions d’individu et d’espéeces, nous n'avons pas parlé encore de
populations. J'ai volontairement laissé ce sujet en suspens pour la
fin.

Pourtant si l'on reprend la définition d'espéce, nous y parlions déja
de population.

Alors je vous propose de définir maintenant de quoi nous parlions,
et surtout de quoi nous parlerons.

Pas besoin de faire un grand suspense ici, une population c'est tout
simplement un ensemble d'individus appartenant a la méme
espece, inter-fertiles et vivants sur un territoire de taille
suffisamment restreinte pour qu’ils puissent tous s'entrecroiser. Les
échanges entre populations sont supposeés rares.

La génétique des populations permet de mesurer la diversité
génétique au sein et entre les populations. En comparant la
distribution de la diversité genétique, la génétique des populations
permet egalement d'expliquer l'origine des populations ainsi que
leurs routes d'invasion.

La diversité génétique et son étude

On entend par diversité génétique, les variations des génes entre les
individus ou entre les populations. Par ailleurs, une diminution de la
diversite génétique au sein d'une population, ou d'une espéce, peut
avoir des effets dramatiques, allant d’'une diminution des possibilités
d’adaptation a un environnement changeant (Frankham, 2003),
jusqu’a une extinction de l'espéce ou de la population (Frankham,
2005). Afin d'étudier cette diversité génétique, on regarde le
polymorphisme génétique, c'est-a-dire les variations entre les
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séquences d'ADN des différents individus (pour un géne, un
groupe de génes, un locus ou encore une combinaison de locus).
Bien que la plupart des mutations entrainant un polymorphisme
genétique n'aient aucune influence, on parle alors de mutations
silencieuses (Kimura, 1983), ou soient délétéres, certaines d'entre
elles vont apporter de la diversité au sein des populations
ainsi qu'un potentiel d’adaptation.

Pour étudier les populations, et retracer des histoires évolutives et
invasives, l'accés au génome (ou a certaines parties) est une
étape indispensable. Par la suite on peut s'intéresser a plusieurs
marqueurs moléculaires dont deux principaux : les microsatellites
et les SNP.

Les microsatellites, ces courtes séquences d’ADN (1 a 4 nucléotides)
sont répétées en tandem dans les génomes. La longueur totale,
varie d’un individu a l'autre mais sont conserves pour des individus
phylogenéetiquement proches. En conséquence, il est possible
d'utiliser ces séquences afin de déterminer les relations entre des
individus d'une méme espece. On peut ainsi déterminer les
structures des populations, les flux migratoires, ainsi que les
possibles routes d'invasion. Les microsatellites ont l'lavantage
d'étre neutres au regard de la sélection naturelle, c'est-a-dire qu'ils
n'y sont pas soumis. En revanche, il n'est pas possible de
déterminer via cette méthode des temps de divergence
entre les populations. Pour cela, d'autres méthodes existent
et elles se basent sur l'apparition de mutation, SNP (pour Single
Nucleotide Polymorphism).

Quand les populations sont suffisamment éloignées, le nombre de
differences mutationnelles entre les séquences, indique les temps
relatifs de divergence. Si l'on suppose un taux de mutation, on peut
obtenir un temps absolu de divergence. Cette méthode a été mise
au point dans les années 60 et a depuis été affinée (Zuckerkandl
and Pauling 1965).

Chez Hermetia illucens, il a été prouvé que l'élevage en
masse provoquait une chute drastique de la diversité génétique
ainsi qu'une divergence rapide entre populations sauvages et
populations captives (Hoffmann et al., 2021).

Enfin, et avant méme de parler d’amélioration, le choix d'une
souche peut considérablement impacter les performances
zootechniques obtenues (figure 58). L'étude des interactions
entre une génétique
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particuliére et le substrat (analyse GxE) est primordiale dans le
cadre d’élevages de masse, que ce soit pour choisir la meilleure
génétique parmi plusieurs, ou la plus adaptée en fonction
du substrat (Sandrock et al., 2022).
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Figure 58 : Effets comparés de souches genétiquement différentes sur differents substrats

La comparaison de quatre souches génétiquement différentes sur trois types de substrats,
montre dans cette étude que peu importe le substrat considéré, une souche est toujours
supérieure aux autres en termes de gain de masse (Sandrock et al., 2022).

Hermetia illucens, comme espéce d’étude en
génétique des populations

Le CO1 pour cytochrome oxydase 1, est un géne mitochondrial (voir
figure 48) qui est facilement séquencable et qui différe d'une espéce
a une autre tout en restant suffisamment proche pour définir de
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quelle espece il sagit. Utilise en routine dans lidentification
d'especes, il peut également s'avérer utile pour distinguer des
populations. C'est donc sans grande surprise que celui-ci a été utilisé
des 2017 en Corée du Sud, pour déterminer la diversité généetique des
BSF du territoire (Park et al 2017) ; 10 haplotypes ont été retrouves en
échantillonnant 245 individus sur l'ensemble du territoire (figure 59).
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Figure 59 : Réseau d’haplotype CO1 d’Hermetia illucens en Corée du Sud

En utilisant les séquences de 245 individus provenant de 5 régions de Corée du Sud, les
auteurs ont découvert 10 haplotypes via un algorithme « median joining ». 3 clusters ont
été délimités avec des haplotypes trés proches les uns des autres (Park et al 2017)

Les premieres conclusions de cet article, s'étonnaient de la
distance geneétique entre les haplotypes trouvés. Les auteurs ont
emis l'hypothése, qu'une dispersion immeédiate a la suite de
introduction, pouvait expliquer les résultats qu'ils avaient. Ils
complétent en pointant du doigt que cette propagation serait
probablement due a lactivitée humaine vu les faibles capacités de
dispersion de la BSF.

Une autre étude, 3 ans plus tard (Stahls et al 2020), a quant-a-
elle, collecté des BSF dans plusieurs régions du monde (7
regions
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climatiques  différentes) et également dans  plusieurs
entreprises  d'élevage. La  reconstruction  d'un réseau
d’haplotypes a permis la découverte de 56 haplotypes avec pres
de 600 individus séquencés (figure 60). Ces séquences de 658
nucléotides de long, n'avaient que 12% de sites variables (c’est-a-
dire informatifs pour la reconstruction d'haplotypes). Les auteurs
ont également montré que bien que les haplotypes les plus
éloignés aient une divergence de 4,9% les individus étaient
toujours inter-fertiles.
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Figure 60 : Réseaux d’haplotypes CO1 aprées un échantillonnage mondial sur 7 zones
biogéographiques différentes.

A : Réseau d’haplotypes d’Hermetia illucens capturées dans la nature. L'algorithme de
reconstruction utilisé est le « median joining » les cercles noirs représentent les individus
putatifs non échantillonnés. Le nombre de traits entre deux cercles représente le nombre de
mutations. B : Réseau d’haplotypes d’Hermetia illucens provenant d’élevages (Stahls et al
2020).
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En plus de présenter ces résultats sur la diversité génétique, 'équipe
de Stahls (2020) a aussi fait remarquer une diversité phénotypique,
tant au niveau de la taille des individus, que de la coloration de
'abdomen allant du noir au marron. Par ailleurs, ils précisent que si
la divergence qu'ils ont observée sur le CO1s’étend a tout le genome
mitochondrial, les haplotypes les plus distants se seraient séparés il
y 0,74 a 1,35 million d’années. Ils remettent en question, par ce
résultat, soit l'origine geographique de la BSF, soit le role de l'étre
humain dans sa dispersion.

Une autre étude, 'année d'aprés (Kaya et al 2021) viendra cependant
apporter une autre hypothese, expliquant les écarts génétiques entre
les différentes populations. En utilisant 15 marqueurs microsatellites
sur un échantillonnage de 2862 individus collectés dans 57 pays
(figure 61).

Les auteurs ont tout d’abord montré la présence de points chauds
genétiques dans le centre de 'Amerique du Sud, tendant a prouver
qu’'il s'agit du berceau de l'espéce, ainsi que des expansions
successives vers I'Amérique du Nord. Pour les autres continents
ou l'espéce a été retrouvée (tous, poOles exceptés), ils
montrent soit des effets de fondations issus d'introductions
indépendantes, soit lintroduction d'un mélange d'individus
géenétiquement distincts.

Ils montrent ainsi, qu'une population téte de pont, a colonisé la
Polynésie, puis la région australienne. Les descendants de cette
derniere région, melangés a d’autres profils génétiques auraient
alors envahi l'Afrique puis 'Europe.
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Figure 61: Dynamique de la distribution mondiale déduite des groupes génétiques
d'Hermetia illucens déterminés via des marqueurs microsatellites.

Carte principale : la taille des camemberts est proportionnelle au nombre d’individus. 16
clusters différents ont été trouves, représentés par 16 couleurs différentes. L'expansion
depuis l'aire d'origine est représentée par des fleches pleines. Les fleches pointillées
representent les colonisations en séries. Les fleches en tirets représentent des mélanges
d'introduction demographiquement indépendantes et les fleches avec des points et des
traits représentent des évenements fondateurs issus de sources uniques. Carte secondaire :
représentation des liens entre les populations captives des différents continents (Kaya et al
2021).

Ce qui est également intéressant dans cette méme étude, est la
proximité génétique entre les individus captifs a l'echelle mondiale
(figure 61 - carte secondaire). Enfin, ils concluent qu’outre le role que
la BSF pourrait avoir en tant qu’intermédiaire écologique (pour la
reduction des déchets et 'apport de nourriture pour les élevages
traditionnels), elle semble étre une candidate intéressante pour
etudier la divergence rapide et l'adaptation locale dans un cadre
écologique des insectes envahissants.
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Séelection et amélioration

L'étude de la diversité génétique n'est pas une fin en soi dans le
cadre de la BSF. Comme nous l'avons vu, elle présente un intérét
industriel non négligeable. Les entreprises se lancent donc dans des
processus de sélection afin d'améliorer les populations qu'ils
possedent. Les buts vont varier selon les objectifs de chacun mais les
techniques employées seront globalement les mémes, a savoir
sélectionner dans une ou plusieurs populations les individus ayant
des caractéristiques zootechniques d'intérét.

Plusieurs entreprises se sont donc déja lancées dans cette course a
'amélioration. Les premiers a avoir proposer une ameélioration
significative, l'on fait en réalisant des mutants par la méthode
CRISPR-Cas9 (zhan et al 2020). Ils ont tout d’abord réalisé des
mutants KO pour le géne PTTH (prothoracicotropic hormone), qui
produit une hormone responsable de la mue et de la métamorphose
des insectes. Le resultat obtenu était des larves significativement
plus grosses et plus lourdes (figure 62) le dernier stade larvaire
passant également de 4-5 jours a plus de 85 jours chez les mutants.
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Figure 62 : Comparaison des mutants PTTH et sauvages

Les Hermetia illucens sauvages (indiquées WT), sont significativement plus petites et plus
légeéres que les mutants pour 'hormone prothoracitropique (notées AHiPtth). La méthode
d'édition de genes CRISPR-Cas9 a été utilisée pour produire ces mutants (Zhan et al 2020).

Cette méme étude (Zhan et al 2020), a également fait des mutants
sans ailes, toujours avec la méthode CRISPR-Cas9. Ceci pourrait
permettre d'éviter les échappements dans les entreprises. Ils ont
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ciblé le géne Vg (Vestigial). Les auteurs présentent donc des
mouches adultes sans ailes (figure 63) indiquant qu’'il n'y a pas
d’autres anomalies de développement ou morphologique.
Cependant, sans préciser si ces individus étaient toujours capable
de se reproduire.

Figure 63 : Comparaison des mutants sans ailes et sauvage

Les BSF sauvages (WT) ont encore leurs ailes (celles pour le vol et celles en haltéres) tandis
que les mutants Vg (AHiVg) n'ont plus d’ailes et ne présentent pas d’autres caractéristiques
morphologiques.

Par ailleurs, les premiéres études visant a améliorer les souches
commerciales, sans manipulations génétiques, font leur apparition
(Cai et al 2022). Une comparaison entre une souche domestiquée et
une population consanguine issue de cette souche (ponte d'une
seule femelle) n'a pas montré de difféerence morphologique ni de
différence sur le temps de développement. En revanche, le nombre
d’'ceufs était significativement plus important dans la souche
consanguine que dans la souche domestique. Les auteurs ont donc
émis l'hypothése que la consanguinité pourrait améliorer la
production d'ceufs (figure 64).
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Figure 64 : Evolution du nombre d'ceufs collectés entre une souche d’élevage (bleu) et une
souche consanguine issue de la souche d'élevage (rouge).

La souche consanguine pond en moyenne plus d’ceufs que la souche d’élevage (d’aprés Cai
et al 2022)

Il faut cependant prendre du recul sur cette publication, car les
variations observées peuvent étre dues a la variabilité génétique déja
présente au sein de la population de base sans lien avec la
consanguinite.

Un programme de sélection massale qui a commenceé en 2019, au sein
de l'entreprise Protix et qui s'est etalée sur 16 générations a montre
un gain de masse moyen des individus de 39% (figure 65).
Notamment un gain de 32% pour les protéines et 21% pour les lipides
(Facchini et al., 2022).
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Figure 65 : Comparaison du poids des larves sous sélection massale

Deux lignées sont comparées : la lignée de base (BP) et la lignée sélectionnée via le
processus de sélection massale (BW). Pour chacune, deux conditions de nourriture sont
appliquées soit standard (ST) soit ab libitum (AL). Quelques soient les conditions de
nourriture la lignée sélectionnée pour le poids est significativement supérieure a la
population de base d partir du 4°™ jour d’élevage (Facchini et al.,, 2022).

Ces resultats, bien que prometteurs sont aussi a prendre avec un
certain recul, les auteurs n'ayant pas partagé dans leur publication
les poids exacts des larves (des deux lignées) ainsi que la pression
de sélection apposeé sur la lignée sélectionnée.
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Problematiques

Au bout d’un chemin il y a toujours au moins une
question.
JG

Nous voici a la fin de notre introduction, et vous voila prét pour
aborder les chapitres qui vont suivre avec les connaissances
necessaires pour comprendre mes avancées. Vous avez
probablement appris quelques éléments (et moi aussi en la
rédigeant). Rappelons tout de méme, les principaux points
de discussion et questions qui ont été a la base de cette these et
qui constitueront le corpus des trois prochains chapitres de
ce manuscrit:

- Bien que ce ne soit plus le cas désormais, au démarrage de
cette thése enjanvier 2019, le génome et le catalogue de génes
d'Hermetia illucens n'était pas connu.

- Trés peu de données existent sur la génétique et la géenomique
de la BSF, or ce point est crucial pour espérer améliorer les
performances de productions via des procedes de sélection
par exemple.

- L'histoire naturelle de l'espéce, en particulier le scénario de
dispersion n'est pas encore fixé et plusieurs scénarii sont
encore envisageables.

- Peut-on retrouver dans les differentes populations des liens
avec les zones biogéographiques d'origine ? De méme, peut-
on dater les séparations entre les différents haplotypes deéja
identifies ?

- Quelle est la proportion d’élements transposables dans le
genome d'Hermetia illucens et celle-ci est-elle corrélée a
differentes populations ?
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Chapitre premier : Un genome

pour les gouverner tous.

Résume

Mettre en élevage une nouvelle espéece implique de la domestication.
Vouloir adapter l'espece a des environnements et des conditions
requiert de la sélection. Effectuer ces travaux aujourd’hui, peut-étre
grandement facilité par l'apport de la génétique, des connaissances
des genes et de la diversité des différentes populations présentes et
a notre disposition.

Aussi pour ce qui est de la mouche soldat noire, trés peu
d'informations quant a sa génétique étaient disponibles au
démarrage de ma these en janvier 2019. Je me suis lancé dans une
manipulation passionnante qu'est le séquencage, l'assemblage et
l'annotation d'un génome qui pourrait servir de référence. Je me
suis senti tel un pionnier dans ce domaine. Malheureusement
la compétition est parfois rude et avant que je n'aie l'occasion
de terminer ce travail, une autre équipe publiait leurs
résultats avec un génome de référence. Aussi ce premier
chapitre est un travail inachevé, une pointe de déception,
mais surtout une grande quantité de connaissance que jai
accumulée.
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Introduction

Hermetia illucens, la mouche soldat noire, est devenue au cours de
la décennie précédente un animal d’élevage (Gold et al, 2018), un
moyen de diminuer les déchets organiques (Amrul et al., 2022) tout
en produisant des protéines, des lipides et d'autres molécules dont
nous avons parlé dans lintroduction du présent manuscrit (Wang
and Shelomi, 2017).

Cependant, comme avec bon nombre d'animaux d’élevage, les
besoins de l'étre humain, ne se plient pas toujours a la réalité
biologique des étres vivants. Aussi, les hommes et les femmes
entrent-ils dans un processus de sélection sur les animaux et
végétaux qu'ils elévent. Les processus de sélection sont nombreux et
peuvent se baser sur plusieurs parametres tel que, par exemple, la
sélection massale, qui consiste a ne garder d'une génération a l'autre,
que les individus les plus gros. De méme, la domestication est
également un processus de sélection (Driscoll et al., 2009). En effet, a
propos de la mouche soldat noire, on ne conserve que les individus
qui ont pu se reproduire et pondre dans les systemes d’'élevage que
nous mettons en ceuvre pour les élever.

Une fois ces premieres éetapes de domestication réealisées, nous
composons avec la diversité génetique restante au sein de nos
élevages. Selon la taille des populations et fonction de la dérive
géenétique, la diversité géenétique des élevages va diminuer. Cette
diminution a été montré chez de nombreuses espéces végétales (El-
Kassaby and Ritland, 1996 ; Ait Aabd et al.,, 2019) et animales (Notter,
1999 : Barker, 2011). Pour le dire autrement, avec la domestication,
une population restreinte et une sélection massale, par exemple, la
consanguinité des élevages augmente (De Donato et al, 2005). La
consanguinité est la production de descendants par des individus
proche génétiquement Cette derniére va provoquer une diminution
de U'hétérozygotie, réduire la diversité allélique (Calleri et al., 2006)
qui peut impacter la résistance aux maladies (Paterson et al., 1998).

La consanguinitée peut étre un probleme et ce, méme si les
conditions se maintiennent de facon absolument identique d'une
génération a l'autre (Turner, 1960). Ce qui n‘arrive jamais car cela
serait faire fi des
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variations de température, d’humidité, ou encore de l'arrivée d'un
pathogene dans les éelevages. Aussi, il est indispensable, pour les
éleveurs de BSF, de, non seulement maitriser la biologie générale de
la mouche soldat noire, mais également d’étre capable de faire de la
sélection sur l'espece, ou encore, de croiser difféerentes populations
pour améliorer leurs élevages. Ces améliorations passent par
plusieurs points, notamment connaitre la diversité génétique de
'espéce, aussi bien dans les élevages que sauvages. Cela passe
également par une connaissance genetique plus fondamentale
qu’est le genome de l'espéce élevée.

En effet, connaitre le genome d'une espece, avoir la carte génétique
des genes permet de relier un génotype a un phénotype comme cela
a déja été fait chez Dendroctonus ponderosae (Cullingham et al,
2020).

En 2019, aucun genome complet de BSF n'était publié a ce moment-
la. Seul était disponible le génome mitochondrial (Qi et al,, 2017) ainsi
qu’une esquisse de génome sous la forme de reads Illumina non
assemblés (plusieurs millions de fragments de 100 paires de
bases) (Vicoso and Bachtrog, 2015).

Aussi, me suis-je attelée au séquencage et a l'assemblage du
genome, le but etant in fine d’annoter ce genome. Pour obtenir
un génome d'une espeéce, il convient d’en extraire 'ADN dans un
premier temps. Il faut avoir 'ADN le plus pur possible et selon le type
de séquencage, le plus long possible. En effet, lorsque l'on va
extraire 'ADN des cellules, celui-ci va se casser en fragments de
tailles variables. Plus les methodes pour lextraire et le purifier
seront brutales plus les fragments seront de petites tailles.

Ensuite, il faut effectuer le séquencage a proprement parler.
Diverses techniques existent, reposant soit sur la complémentarité
des bases, en incorporant des nucléotides marqués avec
une moléecule fluorescente, soit la difference de potentiel
induite par la présence d'une séquence donnée de nucléotides,
dans un pore moléculaire. Nous avons choisi cette double
approche pour le séquencage du genome d'Hermetia illucens.
Un sequencage illumina de deux individus, puis un
sequencage de longs fragments en utilisant le séquenceur
MinlON de la société Oxford Nanopore Technologies.
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Cependant un genome fut publié avant que mon travail ne soit
terminé. Je vais donc vous présenter les résultats que j'ai obtenus
précédés des méthodes que j'ai mises en place pour obtenir ce
genome.

Materiels et méthodes

Materiel biologique
Les mouches soldat noires utilisées pour le séquencage de ['ADN
proviennent de la société Cycle Farms. Elles ont été collectées au
stade adulte et larvaire, et elles ont été stockées dans de
l'alcool absolu et conservées a -20°C avant 'extraction d’ADN.

Extraction et purification d’ADN
Nous avons effectué des extractions d’ADN des adultes et des larves.
Le tube digestif des larves éetait prealablement retire afin d'eviter les
contaminations par le microbiote. Nous avons favorisé l'extraction
d’ADN des adultes pour le séquencage, afin de differencier les males
des femelles.

La premiere étape de l'extraction est une lyse cellulaire, pour cela les
individus entiers (ou larves sans tube digestif) étaient broyés dans
de l'azote liquide dans un mortier a 'aide d’un pilon. Le contenu était
placé dans des tubes a hémolyse de 5 ml a 50°C, durant une nuit en
utilisant les reactifs du kit d'extraction d’ADN Macherey-Nagel AXG
100. La suite du protocole s'est faite en suivant les recommandations
de ce kit. Il s'agit d'une technique de chromatographie d'échange
d’ions par gravité. Elle permet d’avoir un traitement léger sur 'ADN
et d'eviter de le fragmenter. Nous avons éegalement ajouté une
seconde étape de purification a la fin, en ajoutant de ['éthanol 70%
fraichement préparé ainsi qu'une centrifugation (15 min, 15000 rpm a
4°C). L'ADN extrait est alors suspendu dans 100 ml d’'un tampon TRIS-
EDTA (pH 8).
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Controle de la pureteé et dosage
Le controle de la pureté est réalisé a laide de la mesure des
absorbances a 260 nm et 280 nm sur un Nanodrop (2000c
ThermoFisher). Le dosage de la quantité d’ADN a été fait par une
mesure de la fluorimétrie en utilisant un kit DNA Broad Range pour
le Qubit (3.0 fluorometer Invitrogen) et l'intégrité de I'ADN a été
evaluée par électrophorese en gel d’agarose.

Préparation de la librairie de sequencage
MinION et illumina

L'’ADN génomique extrait est composé d'un ensemble de fragments
de differentes tailles. Afin de nous assurer que nous ne conservons
que les fragments de plus grandes tailles pour le séquencage MinlON,
une étape utilisant le kit SRE (Short Reads Eliminator - Circulomics)
est réalisée. La librairie a ensuite eté préeparée en utilisant le
protocole d’'Oxford Nanopore Technologie SQK-LSK 109.

D'autres essais ont également éte realisés afin d'essayer de ne garder
que les plus grands fragments, c’est le cas des g-TUBE de la société
Covaris pour récupérer des fragments de 6 a 20 kb.

Pour les librairies illumina 2 ug d’ADN génomique ont été envoyés a la
plateforme Imagif: 1 yg provenant d'un male et 1 ug d'une femelle.

Sequencage illumina et MinlON

Le séquencage a éeté realisé de deux manieres différentes. Tout
d'abord le microlitre d’ADN génomique a été séquencé par la
plateforme Imagif, nous donnant pour les deux individus 20
équivalents génomes (soit 40X au total).

Ensuite plusieurs individus ont été sequences via plusieurs flow cell
MinlON pour un total de 48X sur 4 individus. Nous avons utilisé le
logiciel Guppy (V 6.13+) afin de réaliser le base Calling
(transformation des informations brutes issues du séquenceur
MinlON en données fastq). La qualité et la taille des fragments issus
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du séquencage MinlON ont eté analysés avec le logiciel NanoPlot
(V1.22.0) issu du NanoPack (De Coster et al., 2018).

Estimation de la taille du genome
L'estimation de la taille du génome a été réalisée en utilisant
GenomeScope (Vurture et al, 2017) pour estimer la taille,
['hétérozygotie ainsi que la quantité d’éléments répétés au sein du
géenome.

Assemblage du génome.
L'assemblage du genome a été fait en utilisant les sequences
provenant des banques illumina et MinION. L'assembleur utilisé était
Masurca (Zimin et al, 2013) (V 3.3.31) et Cabog. Les ressources bio-
informatiques utilisées eétaient celles du laboratoire EGCE. La
verification de la complétude du génome a éte realisée en utilisant
le logiciel Busco (Simao et al., 2015).

Réesultats et discussion

Les extractions d’ADN nous ont procuré une grande quantité d’ADN
génomique (Tableau 1). Sans différences significatives entre les
males et les femelles, ni entre adultes et larves.

Adultes Larves
11 (£ 0,2) ug 0,8 (+0,3) pg
28 replicats 10 réplicats

Tableau 1: Quantité d'ADN (ug) extrait de BSF
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5 individus ont été séquenceés au total, deux femelles et trois males.
Des conditions differentes ont été appliquées en amont des
séquencage MinlON (SRE, g-TUBE ou aucun - tableau 2), parmi ces 5
individus, un male et une femelle ont été séquenceés avec technique
illumina.

Run Traitement Gigabase
Hiluo1 (F) g-TUBE 1,8
Hilu02 (M) g-TUBE 7

JAFD94 b (F) Aucun 11
g-TUBE 0,9

SRE 3,8
JAMD206 ¢ (M) SRE 13,7
JAMD206 d (M) SRE 9,8
Total 48

Tableau 2 : Résumé des individus séquencés au MinlON ; femelle (F) ou male (M), des
traitements appliqués ainsi que de la quantité de de bases séquencée. (g-tube de chez
Covaris, ou kit Short Reads Eliminator de chez Circulomics)

Les données de séquencage MinlON, apres le base-Calling via le
logiciel Guppy ont été analysées avec NanoStats.

La taille moyenne des reads est de 4,5 kb avec un score de qualité
phred de 11,2 (figure 1 et 2). Le plus long reads a une taille de prés de
160 kb avec un score de qualité phred de 12,1.
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Figure 1: Tracé point par point de la taille des fragments avec leur qualité en score phred

pour l'ensemble des données MinlON
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Figure 2 : Histogramme de la longueur des reads apres transformation logarithmique pour
l'ensemble des données MinlON.

Les deux microgrammes d'ADN (un microgramme pour une femelle
et un microgramme pour un male) ont été séquencés par la
plateforme Imagif. Ils nous ont donné chacun environ 20X de taux de
couverture avec un score de qualité phred de 30 en moyenne.

Nous avons estimé la taille du génome a l'aide de ces données
Illumina et du logiciel GenomeScope en utilisant des Kmer de taille
21. D'aprés nos estimations le génome de la mouche soldat noire
faisait environ 0,8 Gigabase (figure 3), cependant les assemblages qui
auront lieu par la suite, trouveront une taille autour de 1,01 Gigabase
(Generalovic et al ; 2021). Notre analyse estime qu’il y a environ 80%
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de 21-mer unique ce qui suggére que ce génome a un contenu répété
autour de 20%, or les analyses postérieures suggerent un

pourcentage d'éléements répétés autour de 60%.
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Figure 3 : Profile GenomeScope des 21-mer dans les données génomiques d'Hermetia
illucens. La longueur a été estimée a environ 0,8 Gigabase avec un taux d’hétérozygotie a

2,44%.



Les Kmers de tailles 21 sont couramment utilisee pour estimer la
taille des génomes. En revanche au cours de leur éetude, 'équipe
de Generalovic a utilisée des Kmers de taille 31 (Annexe 1.01 - p220).
Afin de comparer nos résultats, nous avons refait 'expérience en
utilisant eégalement des Kmer de taille 31 et avec le méme
outil qu'eux (GenomeScope). En utilisant 80X de données nos
résultats indique une taille de génome estimée a 843 Mb contre
1,01 GB pour l'autre equipe soit un écart d’environ 16,5%.

Cet écart pourrait étre une preuve de variation importante entre les
génomes des difféerentes Hermetia illucens.

Nous avons ensuite essayée differentes contraintes sur les donnees
MinlON. Notamment, ne garder que les 90% des séquences de
meilleure qualité, ou encore différentes associations d'assembleurs.
Finalement les meilleurs résultats ont été obtenus en utilisant
lensemble de nos données illumina et MinlON et l'assembleur
Masurca associé a Cabog (Annexe 1.02 - p221).

Les métriques de cet assemblage étaient un N50 a 302 kb pour un
total de 21000 contigs.

En revanche, la taille de génome estimée de cet assemblage était au-
dessus des premieres préedictions et se situait a 1,6 Gigabase.

Par la suite nous avons estimé la complétude du génome avec le
logiciel Busco en utilisant la base de données diptéres :

C:90.0% [S :63.1%, D :226.9%], F :5.1%, M :4.9%, n 2799

2517  Nombre total de génes retrouvés (C)

1765 Parmi les génes retrouvés ceux présents en
simple copie (S)

752 Parmi les genes retrouvés ceux présents en
plusieurs copies (D)

144 Génes retrouvés mais incomplets - fragmentés
(F)

138 Génes absents (M)

2799 Geénes recherchés au total (n)

Un score Busco de 90 est correct mais ce score ne prend réellement
sens qu’en le comparant a d’autres assemblages d’'une méme espece.
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Ayant essayé differentes contraintes et differents logiciels
d'assemblage, ce score de complétude est également le plus haut
que j'ai pu obtenir.

Conclusion

Le travail sur ce génome n'était pas terming, en effet il restait encore
'annotation a faire. Mais le génome a été publié par une autre
équipe (Zhan et al 2020), avec de bons résultats (figure 4).

Genome size 1.1Gb (1.7 Mb N50: 100% completeness)
Coding content 16,770 genes (2470 novel genes)
Repeat content 65.8%

Figure 4 : Résultat de l'assemblage de Zhan et al 2020

Nous avions donc deux choix qui s'offraient a nous, soit obtenir de
nouvelles séquences et assembler un génome de meilleure
qualité encore, c'est-a-dire arriver au niveau du chromosome. Soit
poursuivre les travaux sur la diversité génétique des mouches
soldat noires. Cest cette seconde option qui fut choisie et bien
nous en a pris, car quelques mois plus tard un nouveau génome fut
publié et cette fois-ci a l'échelle chromosomique (Generalovic et al
2021).

Ce n'est donc pas sans une pointe d'amertume que j'ai deélaisse
ce travail sur le génome de référence. Celui-ci m'avait pris une
dizaine de mois. Mais jai pu progresser sur des aspects moins
compétitifs que la publication d'un génome de référence d'une
espece dont les scientifiques et les industriels etaient en train de
s'emparer. De plus, certaines données sur les éléments
transposables issus de ces travaux seront intégrées dans le
chapitre 3.

D'autre part, les données générées au cours de cette partie de
ma theése trouveront une utilité dans la suite de mes projets
de recherche. En effet, nous allons dans le futur, a la suite de cette
these, nous concentrer sur des comparaisons de genomes entiers
entre les differentes populations de BSF.
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Chapitre 2: Ce que les genomes
mitochondriaux complets nous
apprennent sur Uhistoire
evolutive de la mouche soldat

noire, Hermetia illucens.

Guilliet et al. BMC Ecolegy and Evolution (2022) 22:72 BMC Ecology and Evolution
https://doi.org/10.1186/512862-022-02025-6

RESEARCH Open Access

. . ®
What complete mitochondrial genomes tell =

us about the evolutionary history of the black
soldier fly, Hermetia illucens

J. Guilliet'**, G. Baudouin?, N. Pollet' and J. Filée'"
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Le second chapitre de cette these a fait l'objet d'une publication dans le
journal BMC Ecology and Evolution en mai 2022. Il traite de [histoire
évolutive de la mouche soldat noire. Pour cette étude, nous avons analysé
677 séquences du gene mitochondrial CO1 provenant de l'ensemble des
zones de présence de la BSF avec un effort particulier sur la France. Ceci
nous a permis de définir 52 haplotypes différents. Nous avons par la suite
séquencé et assemblé 60 génomes mitochondriaux complets. Avec ce
dernier jeu de donnée, nous avons pu déterminer les relations
phylogéneétiques entre les differents haplotypes et également dater la
séparation entre les deux principales populations de BSF. Nous avons
trouvé une séparation remontant a plus de deux millions d’années. En se
basant sur lhistoire invasive de la BSF, nous avons finalement émis
'hypothése que cette séparation de population serait concomitante avec la
fermeture de listhme de Panama et donc linvasion par la BSF de
'Amerique du Nord.

L'article est en annexe (p238) et accessible via le QR code ci-dessus.
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Abstract

Background

The Black Soldier Fly (BSF) Hermetia illucensis a cosmopolitan fly massively
used by industrial companies to reduce biowaste and produce protein and
fat for poultry and aquaculture feed. However, the natural history and the
genetic diversity of the BSF are poorly known. Here, we present a
comprehensive phylogeny and time tree based on a large dataset of
complete mitochondrial genomes better to understand the evolution and

timing of the BSF.

Results

In this study, we analyzed 677 CO1 sequences derived from samples found
all over the five continents, leading us to discover 52 haplotypes, including
ten major haplotypes. This worldwide cryptic genetic and genomic diversity
is mirrored at a local scale in France, in which we found five major
haplotypes sometimes in sympatry. Phylogenetic analyses of 60 complete
mitochondrial genomes robustly resolved the phylogeny of the major BSF
haplotypes. We estimate the separation events of the different haplotypes
at more than two million years for the oldest branches characterizing the
ancestral split between present North American lineages and the other
highly diverse south-central American clades, possibly the following
radiation beyond the isthmus of Panama northwards. Our data confirm that

this North American lineage ultimately gave birth to almost all commercial
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BSF stocks that participated in the worldwide BSF dissemination through

farm escapements.

Conclusions

Our data resolve the phylogenetic relationships between the major
lineages and give insights into the BSF's short and long-term evolution. Our
results indicate that commercial BSF stock's genetic and genomic diversity
is very low. These results call for a better understanding of the genomic
diversity of the BSF to unravel possible specific adaptations of the different

lineages for industrial needs and to initiate the selection process.

Keywords: Hermetia illucens; phylogeny; mitochondrial genome;

phylogeography

Background

The black soldier fly (BSF) Hermetia illucens (Linnaeus, 1758) is a Diptera of
the Stratiomyidae family. The native area of the BSF is considered to be
Central America and the northern part of South America, then spread to the
entire continent over the last thousands of years (Hauser and Woodley,
2015; Kaya et al,, 2021). These geographical areas are now considered their
natural area (Hauser and Woodley, 2015; Rozkosny, 1983). The BSF is now a
cosmopolitan fly found in tropical, subtropical, and tempered regions, from
the 40th parallel north to the 45th parallel south 2, 3, where it is considered
an exotic, non-invasive species, according to the current regulations (CBD,

2010; European Commission, 2021; Wang and Shelomi, 2017). This fly likely
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spread through shipping routes (Picker et al,, 2002). While studies based on
naturalistic observations show that it was first discovered in Malta in 1926
(Lindner, 1936), it has been suggested that the earliest record in Europe was
in Italy about 500 years ago (Benelli et al., 2014). The BSF appeared in the
early 1950s in the South-East of France (Barbier, 1952) before spreading
through the South-West (Dauphin, 2017) along the Rhone valley (Richoux,
2009) and finally along the Atlantic coast (Maquart et al,, 2020). Currently,
the BSF can be found on the whole European territory, with few
exceptions. It is reasonable to assume that the rise of international traffic
and the industrial use of the BSF may have led to a steady flow of
introductions in France and worldwide (Craig Sheppard et al., 1994; Leclercq,

1969).

The BSF was initially used in forensic entomology to date the post-mortem
time (Lord et al, 1994). Industrial companies heavily use it to reduce
biowastes (Gold et al., 2018; Hoc et al., 2020), to produce protein (Ewald et
al,, 2020; Giannetto et al,, 2019; Hoc et al., 2020), and fat (Ewald et al., 2020;
Hoc et al, 2020; Spranghers et al., 2017). These products are used to make
animal feed (Huis, 2013) or biodiesel (Leong et al., 2016; Surendra et al,

2020).

BSF industries face similar issues as other sectors: knowing how to manage
their species and genetic aspects to get the best out of it. To this end, it is
crucial to know the genetic diversity of BSF existing internationally,

nationally, and locally. Many articles exist about the nutritional aspect of
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the BSF (Biasato et al, 2019; Heuel et al, 2021; Neumann et al, 2018;
Schiavone et al, 2019; Spranghers et al., 2017) or its microbiota (Erickson et
al,, 2004; Khamis et al,, 2020; Liu et al,, 2008), but few have focused on the
genetic diversity of the BSF. We have some evidence of BSF genetic diversity
from previous studies. Ten haplotypes based on the CO1 gene were found
in South Korea with 245 individuals (Park Soyeon et al., 2017). Still, on the
CO1 gene and a worldwide sampling, 56 haplotypes were found with a
divergence rate up to 4.9%, and it has been shown that individuals
belonging to divergent lineages are still interfertile (Stahls et al, 2020).
Finally, based on 15 microsatellite markers, 16 genetic clusters were found
with hot spots in South America (Kaya et al.,, 2021). Other works focused on
more fundamental aspects of BSF and assembled a reference mitochondrial
genome and a chromosomal-scale nuclear genome (Generalovic et al., 2020;

Qi et al,, 2017; Zhan et al,, 2020).

Within the framework of the BSF industry, phylogeography can allow on the
one side to account for genetic diversity at different scales (global, national,
and local) and, on the other side, to have keys to the geographical origin of
the species present in a territory or used by companies. This study may
suggest local adaptations or some phenotypic plasticity due to habituation

to different biomes.

Our study quantified genetic diversity at different scales: at the global level
by studying the variation within the CO1 gene and more locally at the French

level. Our report is based on data obtained by sequencing 114 new
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individuals for the CO1 gene focusing specifically on France (90 French
individuals were analyzed) and extracting 563 CO1 sequences from
databases. We confirm the hidden genetic diversity within Hermetia illucens
at all scales of observation, allowing us to find nine different haplotypes.
We sequenced and assembled 56 mitochondrial genomes from four
different continents and 40 different locations. In addition, we collected
sequencing data from databases allowing us to assemble three additional
mitochondrial genomes. We also collected a mitochondrial genome already
assembled from databases, resulting in 60 mitochondrial genomes. These
data allowed us to resolve the phylogenetic relationships between the
major haplotypes robustly. In addition, we also provide here the date of the
separation events of the different haplotypes found. This separation turns

out to be more than two million years old for the most distant haplotypes.

Materials and methods
Sampling

We decided to conduct a global sampling followed by a specific focus on
France. A detailed table of samples and associated metadata is provided in
(Table SO1 - supplementary p222). The origin of all CO1 sequences used in
our study is summarised in Table 1, and a summary of sample numbers by

continent is provided in Table 2.
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ORIGIN NUMBER OF NUMBER OF INDIVIDUALS
INDIVIDUALS (CO1) (MITOCHONDRIA)

COLLECTION FROM THE WILD 91 43

COMMERCIAL ORIGIN 23 13

MINED FROM DATABASES 560 1

(GENBANK & BOLD)

ASSEMBLED FROM SRA (RAW 3 3

SEQUENCES)

TOTAL 677 60

Table 1: Origin of COT sequences and mitochondrial genomes

GEOGRAPHIC ORIGIN

NUMBER OF INDIVIDUALS -

NUMBER OF INDIVIDUALS

CO1 - MITOCHONDRIA
SOUTH AMERICA 55 4
NORTH AMERICA 43 2
ASIA 277 4
OCEANIA 106 0
AFRICA 78 11
EUROPE (INCLUDING FRANCE) 118 (90) 39 (38)
TOTAL 677 60

Table 2 : Geographic origin of col sequences and mitochondrial genomes

Regarding the samples, one adult individual was found in Mexico in the wild

in 2016. Individuals coming from Asia (Taiwan), Africa (Ghana and Kenya),

and South America (French Guiana) were collected during the spring and

summer of 2019. They come either from the wild or breeding farms (See

supplementary S01 p222). In France, the collection of BSF was done with the

help of the citizen compost network (RCC, n.d.) during the summer of 2020.

We recovered mainly L5 larvae exclusively from shared and personal

composts and some nearby adults. Between one and ten individuals were

collected per area. In some French localities, collections in the wild have

been made near BSF breeding areas (about five kilometers). We obtained
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larvae in the areas of Blois, Bordeaux, Toulouse, Montpellier, Lyon, Paris. All

these samples were stored in 100% ethanol at -20°C prior to DNA extraction.

In the NCBI Sequence Read Archive (SRA), we gathered all the CO1
sequences on NCBI and Bold and whole-genome sequencing data and
reconstructed the mitochondrial genome. We were surprised in the
Bayonne area to have BSF-like larvae, which turned out to be Exaireta

spinigera larvae. These larvae were analyzed in the same way as the BSF.

DNA extraction
We extracted DNA from larvae, pupae, and imago under the same conditions

by grinding individuals in liquid nitrogen using a mortar and pestle. The
ground samples were then processed according to the protocol of the
Macherey-Nagel AXG 100 kit for the isolation of genomic DNA from tissue
with some modification: we added a second purification step with 3.5 ml of
freshly prepared ethanol and centrifugation at 15,000 rpm at 4 ° C for 15
min just before the final re-suspension. The DNA pellet was finally re-
suspended in 100 pyL of Tris 10 mM EDTA 1 mM pH 8.0. The purity was
evaluated by spectrophotometry using a Nanodrop (Desjardins and Conklin,
2010), and the concentration was quantified using the Qubit kit DNA Broad
range. DNA integrity was monitored using routine agarose gel

electrophoresis.

CO1Sequencing

We designed specific CO1 primers from the reference mitochondrial DNA (Qi

et al, 2017 - Table S02 - supplementary p227), then a mix was realized using
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NEB 5X standard buffer One Taq. The mix is then amplified in ONETAQ HOT
45 PCR. We purified the PCR products using the Illustra Exostar 1-step GE
Healthcare kit before Sanger cycle sequencing. Cycle sequencing reactions
were performed using the BigDye 3.1 chemistry, purified by precipitation,
and sequenced using an ABI 3130 sequencer (Applied Biosystems). Base-
calling was performed using the sequencing analysis software version 5. 3
(Applied Biosystems). We assembled forward and reverse reads using the
Geneious V R11 (Geneious, n.d.) assembler with the sensitivity set at
medium/fast. The regions containing the primers were excised, and we

kept only the sequences having more than 75% of high-quality base calls.

Multiple sequence alignment and haplotype

network reconstruction
We aligned CO1 sequences obtained in the laboratory and those recovered

from the databases using the MAFFT (Katoh and Standley, 2013) aligner
included as a plug-in in the Geneious software (Geneious, n.d.). We used the
algorithm G-INS-i with a scoring matrix of 200 PAM / k=2, a gap open penalty
at 1.53, and an offset value at 0.123. We exported the multiple sequence
alignment in nexus format (Maddison et al, 1997) for haplotype network
reconstruction and visualization using POPART (Leigh and Bryant, 2015). We

modified the output file to add geographical origins to the sequences.
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Shotgun sequencing and mitochondrial DNA

assembly
A total of 56 BSF individuals were used for whole-genome shotgun

sequencing using an Illumina method by Novogene UK (Cock et al., 2010;
Erlich et al, 2008; Hansen et al,, 2010; Jiang et al,, 2011; Yan et al,, 2013). The
technique used is pair-end with a medium coverage rate of 4.68X (SD 0,50).
The resulting sequences were checked for quality and counted for read
parity. We take advantage of the fact that mtDNA is highly repeated in insect
DNA. In insects, mtDNA represents on average 0.42% of the total DNA in the
genome sequence project (Meng et al, 2019). As stipulated, we used 5000
kb of data/sample (4-5x coverage) for the mitochondrial assembly, which
on average contains (5000%0.42)/100 = 21,000kb of mMtDNA. As the
mitochondrial genome is about 15 kb, we obtain coverage of 1400x for the
mitochondrial genome, which is mainly sufficient to obtain a complete
genome in one contig. The sequences were assembled de novo with the
MEGAhit software (Li et al, 2015) (based options); the mitochondrial
genomes were thus recovered from the assemblies by blast (Altschul et al,,
1990) using the reference BSF mitochondrial genome sequence (NC_035232).
The mitochondrial DNAs were annotated using Mitos online software (Bernt
et al, 2013), and the D-Loop zone was removed. We added four complete
mitochondrial sequences from databases or reconstructed them via
reading sequences available on the SRA (Leinonen et al,, 2011) using the
same assembly procedure and then aligned them under the same

conditions.
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CO1 and whole mitochondrial genome
phylogeny

We use the MEGAX (Kumar et al., 2018) software to determine the best model
and compute an ML Tree with 500 Bootstraps using a complete deletion
parameter. We visualized the data with the online tool ITOL (Letunic and
Bork, 2021), and we rooted the tree with the Stratiomyidae Exaireta
spinigera. We chose Exaireta spinigera because it was the closest species
for which we have a complete mitochondrial genome (the blastn result of
the complete mitochondrial genome of Hermetia illucens vs. Exaireta
spinigera gives us 81.28% of similarity). To simplify the interpretation of the

phylogeny, we have kept only a single identical sequence per haplotype.

Time tree
We used the BEAST software (Suchard et al, 2018) to estimate the

divergence time of the different BSF groups. The analysis was performed
with an expansion growth model and an uncorrelated lognormal relaxed
clock with the proposed insect molecular clock. Ten million iterations were
performed, and then with the TreeAnotator (Abrami et al, 2019), the
obtained trees were clustered with a burn-in of 25% of the trees. The
visualization of the final tree was done with the online software ITOL

(Letunic and Bork, 2021).
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Results
Haplotype Network

We reconstructed a haplotype network from the analysis of 677 sequences
spanning 658 nucleotides of the CO1 mitochondrial gene. Using the
minimum spanning method (Paradis, 2018), 52 distinct haplotypes were
delineated from the analysis of this CO1 fragment. These different

haplotypes group up to 230 sequences (Figure 1).

J0 samples
@ Europe N = 118
1sample
Asia N =277
Australia N = 106
Scuth America N = 55

Africa N = 78
13

 JOI T oI

Nerth America N = 43

12 14

Figure 1: CO1 haplotype network of Hermetia illucens

THE HAPLOTYPE NETWORK GENERATED BY POPART AFTER MULTIPLE ALIGNMENTS ARE BASED ON THE COT GENE OF HERMETIA
ILLUCENS. ANALYSIS OF THE DIFFERENCES BETWEEN THE COT GENE SEQUENCES OF 677 INDIVIDUALS (WE DID NOT SEPARATE
COMMERCIAL AND WILD INDIVIDUALS). THE PIE CHARTS REPRESENT THE SAME HAPLOTYPE, AND THEIR RELATIVE SIZE INDICATES
THE NUMBER OF INDIVIDUALS SHARING THIS HAPLOTYPE. THE NUMBER OF BARS BETWEEN EACH SEGMENT INDICATES THE
DIFFERENCES BETWEEN THE TWO SEQUENCES. WITHIN A PIE CHART, THE COLOURS REPRESENT THE GEOGRAPHICAL ORIGIN OF
THE INDIVIDUALS. THE MAJOR HAPLOTYPES INCLUDE MORE THAN FIVE SEQUENCES (A, B, C, E, F, G, H, 30, 38 & 41). WE
GROUPED INDIVIDUALS BY CONTINENT, SEPARATING NORTH AMERICA FROM CENTRAL AND SOUTH AMERICA. THE LIST OF
SEQUENCES AND THEIR EXACT ORIGIN IS AVAILABLE AS AN ADDITIONAL DOCUMENT (S01).



There are 31 haplotypes containing only one sequence and 11 haplotypes
with between 2 and 4 sequences from the same continent. We have named
these 42 haplotypes “minor haplotypes.” We observed ten haplotypes
between five and 230 sequences, including six multi-continental haplotypes
that we will refer to as major haplotypes. We found an important diversity
both within and between continents using the CO1 phylogenetic
mitochondrial gene. Minor haplotypes represent 8.5% of all sequences (58
sequences) and 80.8% of haplotypes. Major haplotypes represent 91.5% of

the sequences (619 sequences) and 19.2% of the haplotypes.

In Europe, we found ten distinct haplotypes from 118 sequences, nine for
Asia from 277 sequences, five for Oceania from 106 sequences, 30 for South
America from 55 sequences, four in Africa from 78 sequences, and seven in
North America from 43 sequences. Some major haplotypes are represented
in a more restricted area. For example, haplotype B is mainly in Asia (figure
1). We observed a high haplotype diversity in South America with 28 minor
haplotypes that contain between one and four sequences. The haplotype C
(we choose C for “commercial”) contains all the sequences derived from

farmed strains of the industry working on BSF.

Global distribution analysis
We visualized the actual distribution of the different haplotypes found

previously on a distribution map (figure 2).
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Each haplotype from A to J is now represented with a color (figure 2);
haplotypes numbered in the haplotype network (figure 1) are now

represented in grey.

We observed great variability in South America, highlighted on the map by
the grey pie charts representing mostly minor haplotypes. We observe 22
singletons in South America out of the 52 haplotypes found, more than 40%
of the total diversity. On the other hand, we found six out of ten major

haplotypes in Europe.

[usAa-w canada-2 | Palistan - & India -3 China-7 Bhutan-3
Haplotype
localisation
of Hermetia illucens ’ ¢ ’ ’ y . ) ' ) )

Haplotypes

Figure 2 : World CO1 haplotype distribution

GLOBAL DISTRIBUTION OF THE DIFFERENT HERMETIA ILLUCENS HAPLOTYPES BASED ON THE CO1 GENE. THE PIE CHARTS
REPRESENT THE PROPORTION OF EACH HAPLOTYPE WITHIN A COUNTRY. THE COUNTRY'S NAME IS FOLLOWED BY THE NUMBER OF
INDIVIDUALS ANALYSED. A COLOURED BAND REPRESENTING THE CONTINENTS IS NEXT TO EACH PIE CHART. THE COLOURS
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REPRESENT THE HAPLOTYPES DETERMINED IN FIGURE 1. THE HAPLOTYPES REPRESENTED WITH GREY COLOURS, INDICATED WITH
THE LETTER U, ARE REPRESENTED WITH A NUMBER (1-42) IN FIGURE 1. SEPARATION IS MADE IN THE PIE CHART WHEN THE
HAPLOTYPES CHANGE FOR THE SAME COUNTRY. FOR EXAMPLE, VENEZUELA CONTAINS THREE UNIQUE HAPLOTYPES, MEANING
THAT THESE THREE INDIVIDUALS ARE DIFFERENT. A SUMMARY TABLE CAN BE FOUND IN SUPPLEMENTARY TABLE 1 (501 P222)A
Haplotype A and C were the most represented haplotypes in our sampling:
Haplotype A was present on all continents and represented 34% of all
sequences, and haplotype C was only absent from South America and
represented 18% of all sequences. Some haplotypes seemed to be
restricted to some world areas, such as haplotype G, which was present in
all the localities in West Africa and surprisingly in a Portuguese sample, or
the haplotype H in South America. Haplotype F was present in Europe,
Uganda, and South Korea. Haplotype E was more present in Asia, Oceania,
and North America. Finally, some haplotypes such as B, |, and ] present rare

sequences found in more restricted areas such as B in Korea or H and J in

France (figure 2).

CO1 Phylogeny

During our CO1 gene analyses, some BSF-like larvae were identified as
Exaireta spinigera larvae. The sequences were amplified and sequenced

with the same primers as for BSF.

By taking only one sequence for each haplotype, we have reconstructed a
phylogeny of the CO1 gene sequence. The CO1 phylogeny was rooted with
the Exaireta spinigera (figure 3). A sample from Cameroon was revealed to
belong to a closely unidentified species of BSF and was termed Hermetia

sp. Cameroon in our subsequent analysis (Blastn score between Hermetia
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sp. from Cameroon and BSF gives us 85.01% identity with an E Value of 2e-

174).
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Figure 3 : CO1-based phylogenetic tree

ML PHYLOGENETIC TREE. ROOTED PHYLOGENY WITH EXAIRETA SPINIGERA (STRATIOMYIDAE). BOOTSTRAP VALUES ARE INDICATED
WITH COLOURED CIRCLES: GREEN FOR VALUES > 0.85 AND RED FOR VALUES BETWEEN 0.7 AND 0.85. WE ONLY KEPT ONE
SEQUENCE PER HAPLOTYPE TO VISUALISE THE RELATIONSHIP BETWEEN THEM. NEXT TO EACH HAPLOTYPE, COLOURED CIRCLES
REPRESENT THE GEOGRAPHICAL ORIGIN OF THE SPECIES PRESENT IN THIS HAPLOTYPE. THE ORDER INDICATES THE RELATIVE
ABUNDANCE OF THE INDIVIDUALS IN EACH HAPLOTYPE. THE STATISTICAL SUPPORT WAS ESTIMATED WITH 500 BOOTSTRAPS WITH
MEGAX SOFTWARE USING THE TAMURA 92 G+ MODEL.
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The CO1 gene phylogeny supports the analyses performed with the
haplotype network (Figure 1), showing remarkable sequence diversity
among the CO1 gene. Interestingly, all the commercial strains are found in
the C haplotype (a detailed phylogenetic tree is given as a supplementary
with an asterisk placed on individuals from farms (Figure S03 -

Supplementary p228).

A group containing haplotypes 35 to 42 and haplotypes B and C forms a
divergent group from the others, with strong statistical support (bootstrap
value of 0.99). Some individuals captured in the wild have been found near
BSF commercial breeding sites. For example, we have captured C haplotype

individuals in Avignon close by companies working with the BSF.

Although the global resolution of the deep branches of the tree is low, it is
also possible to better understand the relationship between the
haplotypes: haplotypes B and C are close to each other and well separated
from other haplotypes. The other haplotypes are not very well resolved with
the CO1 sequences. Finally, the samples coming from Latin America are
scattered all over the tree, showing their great diversity and supporting the

hypothesis of the geographical origin of the BSF.

France displays vast BSF genetic diversity at

local scales
Among the ten major haplotypes, our sampling effort in France showed that

five are present in France, and a unique haplotype is only found in France

(Figure 4) in La Rochelle. Haplotype A remains the dominant haplotype in
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France (71.1% of all sequences) in seven of the eight localities (excluding
Beaufort en Vallée, where the flies come from a company). Regarding the
haplotype C, BSF belonging to this group have been found in four locations
in the regions of Poitiers, Bordeaux, Beaufort-En-Vallée and Montpellier.
Except for Beaufort-En-Vallée, where the flies come from a company, the
other BSF come from natural environments. BSF industries exist in all these
localities. More surprisingly, different haplotypes coexist in some localities.
For example, we found three different haplotypes in the region of Paris and
four in the region of Montpellier. Finally, we found a singular haplotype in

Colomiers (J) and La Rochelle (7).
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Figure 4 : France COT haplotype distribution

DISTRIBUTION OF THE DIFFERENT HAPLOTYPES OF HERMETIA ILLUCENS IN FRANCE. THE DOTS REPRESENT THE SPECIFIC AREA OF
COLLECTION. THE PIE CHARTS REPRESENT THE DISTRIBUTION OF HAPLOTYPES IN THE CORRESPONDING AREA. THE NAMES OF THE
MAIN CITIES IN EACH AREA ARE INDICATED ABOVE, AND THE NUMBER OF SEQUENCED INDIVIDUALS.

PARIS INCLUDES VINCENNES AND NOGENT SUR MARNES. BLOIS INCLUDES VALLOIRE SUR CISSE. LYON INCLUDES SAINT
MARCELLIN EN FOREZ, CORBAS, CHAMPAGNE AU MONT D’OR AND DARDILLY. MONTPELLIER INCLUDES AVIGNON, TRESCLEOUX
AND DIEULEFIT. BORDEAUX INCLUDES LORMONT LA FORCE AND PERIGUEUX. POITIERS INCLUDES SAINT GEORGES LES
BAILLARGEAUX.
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Complete mitochondrial genome analyses
To better understand BSF phylogeny and estimate the timing of haplotype

divergence, we analyzed the mitochondrial genomes of 60 individuals (56
that have been sequenced and assembled, three from which sequences
have been recovered and assembled and one recovered), including 3
Exaireta spinigera genomes (used as an outgroup). The 60 reconstructed
mitochondrial genomes have the typical structure of insect mtDNA: 13
protein-coding genes, 22 tRNA, two rRNA-coding genes, and non-coding
regions and control regions (an example is given as a supplementary (Figure
S04 - Supplementary p229). The genetic differences are homogeneously
distributed overall mtDNA and are not localized on specific genes (Figure
5A). A great genetic diversity at the mitochondrial genome level is observed.
Two very homogeneous groups, A and C, are well represented, and
sequences of the C haplotype display many mutations all along the
genomes from the others. The two sequences with the most differences are
55-F-Angouleme and 21-Ghana, with a similarity percentage of 96.373% (all
results are in supplementary S05 (p230). Shorter alignment lengths result
from comparisons with the outgroup sequences that split the alignments
into two fragments.) The mitochondrial genomes of the three Exaireta
spinigera were extremely close to each other (100% by BLAST -

supplemental S05 p230), so we kept only one to serve as an outgroup.
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We also wanted to know if the mutations are equally (or not) distributed
between the different genes. Therefore, we compared the similarity of the
13 mitochondrial genes of the 57 BSFs (fig 5B) to those of Exaireta spinigera.

The results are presented as percent sequence similarity.
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Figure 5 : Mitochondrial DNA alignment and sequence conservation between Hermetia illucens and Exaireta spinigera.

PANEL A: MULTIPLE ALIGNMENTS OF MITOCHONDRIAL DNA SEQUENCES FROM HERMETIA ILLUCENS. ALIGNMENT WAS PERFORMED WITH THE MAFFT ALIGNER. THE COLOURS OF
THE NAMES COME FROM THEIR HAPLOTYPES DETERMINED WITH THE COT SEQUENCES. EACH BLACK MARK REPRESENTS A DIFFERENCE WITH THE REFERENCE (1 — CHINA). ABOVE
THE ALIGNMENT, THERE IS A LINEAR REPRESENTATION OF THE MITOCHONDRIAL GENES (A CIRCULAR ONE CAN BE SEEN IN SUPPLEMENTARY S04 P229). THE THREE LAST
SEQUENCES ARE THOSE OF EXAIRETA SPINIGERA ANALYSED IN THE SAME WAY AS HERMETIA ILLUCENS (WE KEPT ONE THAT WE USED AS AN OUTGROUP BECAUSE IT WAS THE
CLOSEST COMPLETE MITOCHONDRIAL SEQUENCE PHYLOGENETICALLY THAT WE HAD). THE SEQUENCES ARE NUMBERED TO BE FOUND IN FIGURE 6.

PANEL B: SEQUENCE CONSERVATION OF MITOCHONDRIAL GENES OF HERMETIA ILLUCENS TO EXAIRETA SPINIGERA. THE SEQUENCES ARE GROUPED ACCORDING TO HAPLOTYPES.
THE A HAPLOTYPE (B1), THE C HAPLOTYPE (B2), AND THE OTHER HAPLOTYPES (B3). THE SEQUENCES INSIDE EACH GRAPH ARE REPRESENTED IN THE ALIGNMENT (5A).
SEQUENCES FROM 23 TO 46 PLUS SEQUENCES 51, 52, AND 55 FOR HAPLOTYPE A (5-B1); FROM 1T0 22 FOR HAPLOTYPE C (5-B2); AND FROM 47 TO 57 (EXCEPT SEQUENCES 57,
52, AND 55) FOR THE OTHER HAPLOTYPES (5-B3).

We grouped the individuals into three different categories:

Haplotype A (Figure 5 B1) represents the percentages of differences of the
27 individuals of haplotype A compared with Exaireta spinigera. All
individuals show the same level of gene difference as those of Exaireta

spinigera. Only the NAD6 gene presents slight differences.

Haplotype C (Figure 5 B2) represents the percentages of differences of the
22 individuals of haplotype C compared to Exaireta spinigera. It shows that
most of the mitochondrial genes are identical except for the ATP8 gene,
which is different for four individuals (11 Angouleme; 14 Kenya; 19 Kenya,
and 15 Kenya). Slight differences are also present in the NAD3 and NADG6

genes.

Haplotype D-F-G-H-I (Figure 5 B3) represents the percentages of differences
of the eight other individuals of haplotype C compared with Exaireta
spinigera. The profiles are slightly different, with a more substantial

disparity for the ATP8, NAD1, and NAD5 genes, especially the Mexican one
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(57). The profiles show the same pattern except for the ATP8 gene of the

individual from Mexico (57), which is more conserved.

Complete mitochondrial genome phylogeny
The complete mitochondrial genome phylogeny demonstrates the very high

genetic divergence among BSF populations found with the CO1 gene
analysis (Figure S07). The increased sensitivity of the analysis, due to the
size of the sequences (13.96 kb, 13 genes), robustly resolves the
relationships between different haplotypes identified previously (nodes
>95%). In addition, it allows us to distinguish subgroups within the
previously determined haplotypes. Two major divisions emerge within the
tree: group C (which includes all commercial strains) and others. Two
subgroups emerge within the C group (11 - F - Angouleme; 14 Kenya; 19

Kenya; 15 Kenya and the others).

148



109. 753 My
/4

77

Haplotypes

Bootstrap value

30,95

M years 2.5

Exaireta spinigera

11 -F - Angouleme

15 - Kenya

14 - Kenya

19 - Kenya

10 - F - Beaufort en Vallée*
8 - F - Beaufort en Vallée*
21 - Ghana*

17 - Ghana*

20 - Ghana*

13 - Ghana*

12 - Ghana*

9 - Ghana*

3-USA

18 - Taiwan*

7 - Taiwan*

5 - Kenya*

1- China*

4-USA

2 - United Kingdom*
16 - F - Avignon

22 - Taiwan*

6 - Kenya
57 - Mexico

2.0

1.5

1.0

0.5

47 - F - Blois
'| ihs- F - Nogent Sur Marne
54 - F - Vincennes
53 - French Guiana
_| 50 - French Guiana
49 - French Guiana

44 - F - St Georges Les Baillargeaux
43 - F - Poitiers

31- F - Blois

29 - F - Lormont

30 - F - Blois

45 - F - Lormont

37-F - Paris

34 - F - Poitiers

24 - F - Paris

52 - F - Dieulefit

33 - F - Valloire Sur Cisse

35 - F - Poitiers

40 - F - Montpellier

39 - F - Lormont

26 - F - St Marcellin En Forez
27 - F-Lyon

46 - Taiwan

28 - F - Champagne au Mont d'Or
55 - F - Angouleme
38-F-La Force

36 - F - Poitiers

42 - F - Trescleoux

32 - F - Blois

51- F - La Rochelle

25 - F - La Rochelle

23 - F - La Rochelle

&1 - F - Perigueux

Figure 6 : Mitochondrial DNA phylogenetic and time tree

BAYESIAN TIME TREE OBTAINED WITH BEAST OF 57 MITOCHONDRIAL GENOMES OF HERMETIA ILLUCENS DEPRIVED OF D-LOOP
REGIONS, ALIGNED WITH MAFFT AND ROOTED WITH EXAIRETA SPINIGERA. THE SCALE IS IN MILLIONS OF YEARS. A BREAK IN
SCALE IS MADE AT THE ROOT LEVEL. THE COLOURS OF THE NAMES CORRESPOND TO THE HAPLOTYPES DETERMINED WITH THE
CO1 SEQUENCES (FIGURE 1). COMMERCIAL INDIVIDUALS ARE MARKED WITH AN ASTERISK.

THE GREEN CIRCLES COME FROM THE ML PHYLOGENETIC TREE OF THE 57 MITOCHONDRIAL DNA SEQUENCES OF HERMETIA
ILLUCENS, DEPRIVED OF D-LOOP REGIONS. MAFFT WAS USED TO ALIGN THE SEQUENCES, 500 BOOTSTRAP REPLICAS WERE
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The other large group contains sequences of A, D, |, G, and H haplotypes.
The | G and H haplotypes are related and close to each other. The very
cosmopolitan A haplotype is well conserved with limited mitochondrial

sequence divergences.

Moreover, although phylogenetically close, the I, G, and H haplotypes are
found in very disparate areas (the G haplotype is mainly in Africa, the I in
Europe, and the H in Latin America), supporting multiple worldwide

introductions.

Strikingly the high level of the conservation of the ATP8 sequence described
above in the Mexican sample (haplotype D) does not explain the basal
position of the sequence in the phylogeny; indeed, we tested the phylogeny
by removing the ATP8 gene, and no change was found (Figure S06 -

Supplementary p231).

The ATP8 gene alone is not sufficient to explain the appearance of the
observed subgroups. However, unlike the CO1 gene, which varies only
slightly within this haplotype, the NAD2, NAD3, NAD5, and NAD6 genes are

more variable.

The average percentage of identity between haplotypes A and C is about
96.39%. Between haplotypes C and D, 96.54%. Between haplotype C and H,
96.40% and 96.43% between C and I. Between A and D, 97.82% (all results

are in Figure S05 - Supplementary p230).
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The divergence time of the different groups
The time tree (figure 6) gives us information about the divergence time of

the different mitochondrial genomes. The phylogenetic tree presented in
figure 6 contains both the Bayesian and the ML trees. The two separate trees
are presented in supplementary (S07 p232). We noted a relatively long
divergence time between haplotype C and the others (2.2 million years). The
others have diverged more recently (about 1.2 million years). Within the C
haplotype, a divergence has been about 300,000 years, while in the other
groups, the divergence times are much lower, about 20,000 years for the A

haplotype.

The time of divergence with Exaireta spinigera has been estimated at 110
million years, confirmed by the literature that gives us 112 million years with

the Timetree tool (Hedges et al., 2015).

Discussion

Hermetia illucens is now considered a species of major interest for the feed
industry (Tomberlin and van Huis, 2020). Thus, it became urgent to study
the genetic diversity within the different populations at different scales.
Analyzing the different haplotypes in the same geographical area is a
powerful tool for studying the recent history of BSF. Hence, an in-depth
study of the genetic variations between the different haplotypes may allow

us to resolve better the scenario of the arrival of BSF in a territory.
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Our study uncovered a high genetic variability of mitogenomes within the
species Hermetia illucens. We found that haplotype C is the most divergent.
The dating of the division between the C haplotype and the others goes
back more than 2 million years. We found a well-resolved separation within

haplotype C (>95%); the other haplotypes are also well resolved (>95%).

Our study confirms the genetic diversity found in previous papers (Kaya et
al., 2021; Park Soyeon et al.,, 2017; Stahls et al., 2020). We found a comparable
number of haplotypes, although we added many more sequences of diverse
origin but mainly from non-indigenous areas. For example, Stahls et al.
(Stahls et al., 2020) found 56 distinct haplotypes with 418 CO1 sequences,
and we found a comparable number of haplotypes based on the analysis
of 677 CO1 sequences. These results suggest we have now captured a major
part of the extant BSF worldwide diversity outside of the genetic hotspots
identified previously (Kaya et al, 2021; Stahls et al, 2020), namely Latin
America. Indeed, in South America, we found 30 haplotypes among the 55
sequences sampled that open up the possibility of a still unknown genetic

diversity in this part of the world.

With the maximum diversity found in Latin America, the hypothesis of the
geographical origin of BSF' is supported by our study. Analysis of the
complete mitochondrial genome supports the hypothesis of several distinct
introductions on all non-native continents. Considering the estimated

divergence times between the different haplotypes, it seems impossible
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that this is due to a single introduction followed by diversification in the

territory.

On the other hand, according to Kaya et al. (Kaya et al., 2021), an alternative
but complementary scenario is also possible: bridgehead populations,
consisting of a mixture of haplotypes, have been introduced on different
continents. Indeed, taking Europe as an example, the eight haplotypes
found in Europe can be explained by the admixture scenario proposed by
Kaya et al. (Kaya et al, 2021), who argue that central European BSF
populations originated from admixture between Australian and Southeast
African populations, which themselves can be traced back to earlier
independent admixture events. Furthermore, Kaya et al. (Kaya et al.,, 2021)
suggested some gene flows with Mediterranean (altogether originating from
Latin America) and particularly East African populations, which interestingly
seems to be corroborated in our study, as exemplified by the F haplotype.
It would be extremely useful in the future to combine nuclear data and
mitochondrial data to better resolve the potentially diverging patterns of
the different markers and to precisely estimate relative impacts of historic
genetic admixtures versus recent introductions on regional population
structures. France contains on its territory a great diversity of haplotypes,
whose origin can be explained either by the historical introduction around
the year 1950 (Barbier, 1952) in addition to more recent and repetitive
introductions. The haplotype A, which is by far the most common haplotype

in wild BSF found in France (71.1%) and in Europe, may correspond to the
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initial introduction. On the other hand, our data suggest that the presence
of haplotype C in France may be due to a more recent introduction caused

by BSF industries.

As suggested in a recent article on the structure and demography of the BSF
based on microsatellite data (Kaya et al., 2021), the captive populations used
for breeding in Europe and North America derive from a common,
genetically related strain. Our analysis based on CO1 and complete
mitochondrial genome sequences confirm this result: the haplotype we
named C contains all the sequences of industrial origin with very little
genetic diversity. Interestingly, this commercial group does not have any
South American relatives. Based on nuclear genetic data, Kaya et al. report
wild North American populations being most closely related to the most
prevalent managed strains, which we infer to be dominated by haplotype C.
This result reinforces the hypothesis of a North American origin of the BSF

commercial stock.

Moreover, specific individuals in the wild belonging to this group were
collected in the vicinity (around 5 km) of industries breeding BSF. For
example, if we focus on the commercial haplotype analysis in France, the
wild BSF belonging to haplotype C may have escaped from industries in
Poitiers, Bordeaux, Avignon, and Montpellier. This last point raises the
question of the biosecurity of BSF farms worldwide. We can assume that the
priority of companies involved in BSF farming is not biosecurity and escape

control. Indeed, costs in terms of security to prevent insects from escaping
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are high, and the regulation is late at this level. In that case, the continuous
flow of escaping BSF of industrial origin in large numbers could either result
in an establishment in territories where it was not yet present or trigger
losses of genetic integrity of locally resident wild populations via
continuous one-directional introgression. This would lead inexorably to a
loss of the local genetic diversity that may prevent future adaptations to

changing environmental conditions.

However, it is interesting to note that in Stahls et al. 2020, in contrast to our
study, some genetic diversity in the breeding strains in Europe and North
America has been evidenced (10 haplotypes). This may be due to a broader
sampling effort of commercial strains. Indeed, Stahls et al. had the
opportunity to sample many small farms leading to 292 BSF sequences from
rearing cultures. This allowed them to access a broader genetic diversity
not found in our study. It is also possible that smaller farms did not obtain
BSF from the dealers who constituted most of the more prominent
industries but directly from the wild. Nevertheless, our results confirm that

the industrial actors work with the same and unique haplotype.

We also evidence that the mitochondrial genome is ideally suited to resolve
long-term BSF phylogenetic relationships. It allows us to date the natural
history of the BSF, bringing a sum of details that were impossible to
distinguish based only on the CO1. For example, we report puzzling
variations in the level of conservation of the ATP8 genes for some samples

(haplotypes C and D). Interestingly, these variations have already been

155



found in other insect species (for example, in Coleoptera, see Zhang et al.
2019, and in grasshoppers, see Li et al. 2018). The ATP8 gene is small (160 bp
on average in insects) and encodes for a subunit of the complex V of the
ATP synthase. In Hermetia illucens, the initiator codon of the ATP8 gene is
ATT, is 167 bp long, and it overlaps with the ATP6 gene. It has been assumed
in other species that the modification of the sequence of the ATP8 gene can

affect the structure of mitochondrial complex V and thus its function.

Furthermore, it has been shown that changes within ATP synthase can be
explained by adaptation to different ecological environments (Gu et al,
2016; Peng et al, 2012; Zhang et al, 2019). This indicates that some local
adaptation driven by the ATP8 genes may exist in BSF, as it has already been
shown in other insects. This can lead to an adaptation to survive in high-
altitude environments, i.e., at a lower oxygen level and low temperature (Luo
et al,, 2013). Even if these variations did not change the phylogeny of the
BSF, it could be a clue to some local adaptation signal. The fact that all
commercial strains (plus USA plus Mexico) show a high level of conservation
of the ATP8 gene compared to all other wild strains may suggest some

adaptation to rearing.

Complete mitochondrial genome data allows us to make a robust and well-
resolved time tree of the species. The divergence times between the
different haplotypes are surprisingly long (more than two million years for
the most divergent lineages), and the differences observed between the

sequences prove that there is still unsuspected and hidden genomic

156



diversity. Comparing it to Drosophila, two million years correspond to many
speciation events leading to different reproductively isolated species
(Russo et al., 2013). By contrast, Stahls et al. indicated that BSF belonging to
phylogenetically divergent haplotypes can still cross and generate
offspring, indicating no apparent reproductive isolation in laboratory
conditions. Interestingly, our data evidence that the cohabitation of
different haplotypes at the same locality could lead to crosses between
haplotypes. According to our results, the two million years of divergence
between the C haplotypes and the other haplotypes could correspond to
the North American lineages separating from the ancestral BSF population
in South America upon their northwards range expansion beyond the
Isthmus of Panama, which appears 2.8 million years ago (O'Dea et al,, 2016).
This seems especially true since the C haplotype has not been found in
South America but only in North America. This ancestral and natural
colonization of North America more than 2 million years ago may also
explain why the C haplotype group displays a higher degree of
mitochondrial genetic diversity than the other groups, a process already
observed in other insects as ants for example (Winston et al., 2017). Further
investigations are thus needed to understand the possible genetic barriers
between highly divergent BSF groups but also the possible patterns of
introgression in natural BSF populations. This phenomenon might
considerably confuse the elucidation of the population structure and the

natural history of these species.
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Finally, it is interesting to recall that, if indeed, most industrial actors use
the same haplotype for the industry, the other haplotypes presentin France
are highly divergent from this one. Strikingly, we found in one compost bin
in the region of Paris flies belonging to two different haplotypes (A and F).
Thus, crossbreeding between these two individuals belonging to these two
haplotypes would bring a solid genetic mix that could benefit breeding.
Associated with this significant genetic diversity, BSF may also have some
significant phenotypic diversity that might be useful for specific industrial
usage and selection processes to increase performances or ameliorate

peculiar traits or behaviors (Zhou et al,, 2013).

Conclusion

Through the analysis of 60 mitochondrial genomes during this study, we
proposed a robust and well-resolved time tree of the BSF that confirms the
vast genetic diversity within Hermetia illucens. Our result elucidates the
phylogenetic relationship and time divergence between the BSF
lineages. By adding almost 20% of CO1 sequences, mainly from non-native
areas, we did not significantly increase the number of haplotypes previously
found (Stahls et al, 2020). This indicates that a significant part of the
diversity from non-native areas has already been found and that we should
now concentrate our efforts on native areas. Furthermore, the combination
of our results with the nuclear analysis already performed (Kaya et al., 2021)
gives an interesting insight into the invasion routes of the BSF and the

divergence times between the different groups. We have also shown that
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many BSF industrial companies work with flies derived from a unique
haplotype. We would also like to recall that the apparent biosecurity
deficiency within some BSF industrial companies probably led to a
continuous flow of escapement and possible local
introduction/replacement of natural populations of BSF. Finally, our data
indicated that it becomes fascinating to look at the nuclear genomes’
evolution of the BSF to better understand the specific adaptations of the
different lineages that might be useful for industrial needs and initiate the

selection process for peculiar traits.
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Chapitre 3 : Une diversite

nucléaire pleine de surprises

Résume

La diversité génétique d'une espéce peut s'exprimer de bien des maniéres
et a bien des niveaux. Dans ce chapitre, je vous présente un aspect de
cette diversité en utilisant les eléments transposables. Ces séquences
nucléotidiques capables de se déplacer dans les genomes, sont
responsables d'un accroissement de la diversité génétique. Nous avons
voulu savoir si les contenus en éléments transposables étaient les mémes
pour toutes les populations et si l'on retrouvait des constantes entre les
génomes d'Hermetia illucens.

En étudiant les éléements transposables de 59 individus, nous avons pu
remarquer que les éléments transposables présents étaient
majoritairement des LINE et plus spécifiquement quelques familles. Mais
nous avons également pu montrer qu'il y avait des différences fortes
entre les differents individus quant au contenu global en élements
transposables.
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Introduction

Les eléments répétés, comprenant notamment les élements transposables
(TE), sont une composante majeure des génomes eucaryotes (Lodish et al,
2005). La proportion de TE dans les génomes d'insectes peut étre
extrémement variable allant de 1% chez le diptére Belgica antarctica (Kelley
et al 2014) a 65% chez le criquet migrateur (Wang et al 2014). Il existe de trés
fortes variations entre les espéces et les ordres au regard de la composition
en éléments transposables (Petersen et al, 2019). Les dynamiques
d’invasion des TE au sein des génomes peuvent étre difféerentes chez deux
espéces proches. C'est le cas notamment chez Drosophila simulans et D.
melanogaster ou les dynamiques d’'invasion sont régulées en partie par les
ARNpi (Saint-Leandre et al, 2020). De méme qu'il y a également des
variations entre individus de la méme espéce comme c'est le cas
chez Drosphila melanogaster (Barron et al,, 2014 ; Lee and Langley, 2010).

Les TE, parfois appelés “génes sauteurs” sont considérés comme des
séquences nucléotidiques éegoistes, se propageant dans les génomes en
ayant des effets neutres ou délétéres (Barron et al, 2014). Cependant,
malgré ces effets négatifs, les TE sont aussi capables d'apporter un
avantage sélectif; que ce soit par de l'adaptation a un nouveau biotope
(Gonzalez et al 2008), la résistance aux insecticides (Chen et Li 2007), ou
encore une adaptation au climat (Kim et al 2014). De maniére générale les
TE sont impliqués dans l'évolution structurelle et fonctionnelle des
génomes (Gogvadze and Buzdin, 2009). Il a é&té montré chez la souris, qu'une
partie des éléments transposables exercaient des changements
détectables dans l'expression des génes (Nellaker et al, 2012). De méme
chez la phaléne du bouleau (Biston betularia), alors que le papillon
est naturellement blanc, le morphotype noir est di a la présence d'un
élément transposable, inséré dans l'intron d’'un géne (Hof et al,, 2016).

En fonction de leur mode de déplacement les TE sont rangés dans deux
classes (Goodier and Kazazian, 2008). La classe 1 qui se déplace dans les
géenomes par un intermédiaire a ARN. Ces éléments appelés
rétrotransposons peuvent avoir de longues répétitions terminales (LTR). Les
TE de la classe 1 qui n’en possedent pas sont également séparés en deux
differents TE. Les LINE (longs éléments nucléaires intercalés) et les SINE
(petits éléments nucléaires intercalés). La classe 2 dans les éléments
transposables n'a pas d'intermédiaire a ARN, ils sont appelés transposons.
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Hermetia illucens, la mouche soldat noire (BSF) est, depuis une dizaine
d'années, utilisée pour réduire les biodéchets (Gold et al, 2018 ; Amrul et
al., 2022) et produire des protéines et des acides gras utilisables en tant que
nourriture animale ou comme source de biocarburant (Wang and Shelomi,
2017). Une filiére autour des différentes utilisations de la BSF s’est créée et
est en cours d'industrialisation.

La BSF est originaire du nord de 'Amérique du Sud et s’est propagée il y a
environ 2 millions d’années vers 'Amérique du Nord (Guilliet et al 2022 -
Chapitre 2), au cours des derniers siécles des populations, issues des
Ameériques, se sont propagées sur l'ensemble des continents (Kaya et al
2021). La BSF s’est adaptée de facon remarquable a 'ensemble des biotopes
et conditions climatiques. Toutefois les déterminants génomiques et
génétiques de ces adaptations ne sont pas connus, en particulier
'adaptation a des biotopes différents de ceux d'origine. Notamment le rdle
des éléements transposables via des modifications génomiques structurales
et en qualité de moteur d’adaptation, ne sont pas connu chez la BSF.

Dans cette étude, nous nous proposons de définir quelles sont les
grandes superfamilles d'éléments transposables présentes chez les
mouches soldat noires, et en quelle quantité. Nous allons regarder ces
differentes familles d’éléments transposables, d'un point de vue
populationnel pour les eétudier dans une optique de génomique
comparative.

Puis nous essaierons également de voir si certaines familles
d’élements transposables sont présentes dans toutes les populations ou
au contraire dans une seule. Ce premier panorama des éléments
transposables est une base solide pour de futures investigations sur les
interactions génotypes / phénotypes.

Ce travail a débuté dans les derniers mois de ma these et sera poursuivi
par la suite. Il s'agit donc ici de résultats préliminaires qui ne demandent
qu’a étre poursuivis.

Materiel et methode

Materiel biologique et genétique

Les mouches soldat noires étudiées dans ce présent document,
proviennent majoritairement de France et ont été recupérées durant l'été
2020 en France avec l'aide du réseau compost citoyen (RCC, n.d.). Un imago
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a été collecté au Mexique en 2016, et les autres proviennent d’Asie (Taiwan),
d'Afrique (Ghana et Kenya) et d’Amérique du Sud (Guyane Francaise). Nous
avons eu dans nos échantillons des larves semblables a celles de la BSF
qui se sont avéerées appartenir a l'espéce Exaireta spinigera. Ces individus,
au nombre de trois ont été traités dans les mémes conditions que les BSF.

Exaireta spinigera, est également un Stratiomyidae dont l'‘écologie est
similaire a la BSF (Mackillop et al., 2022).

En plus de ces individus, nous avons également télecharge des données de
séquencage qui eétaient disponibles sur SRA (Sequence Read Archive -
NCBI). Cela nous a permis d’avoir les séquences de trois nouveaux individus.
Deux d'entre eux proviennent des Etats-Unis (bio-projet PRJNA268391) et
l'une du royaume uni (bio-projet PRJEB37575). Les données sont résumées
dans les tableaux 1 et 2.

ORIGINE NOMBRE D’INDIVIDUS
COLLECTE DANS LA NATURE 43
ORIGINE COMMERCIALE 13
ASSEMBLES DEPUIS SRA (SEQUENCES 3
BRUTES)

TOTAL 59

Tableau 1: Origine des individus étudiés

ORIGINE GEOGRAPHIQUE NOMBRE D'INDIVIDUS
AMERIQUE DU SUD 4
AMERIQUE DU NORD 2

ASIE 3
OCEANIE 0
AFRIQUE 11
EUROPE (FRANCE) 39 (38)
TOTAL 59

Tableau 2 : Origine géographique des individus étudiés
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Sequencage

Un total de 56 individus ont été sequences, en genome complet, en utilisant
la technique illumina par la société Novogene UK (Cock et al., 2010 ; Erlich
et al, 2008; Hansen et al, 2010; Jiang et al, 2011; Yan et al, 2013). La
technique utilisée pour le sequencage s'est faite sans PCR, en paired end
avec des fragments de 150 paires de bases. Nous avons obtenu un taux de
couverture moyen de 4,68X (+ 0,5X).

Un total de 59 individus sont étudiés. Parmi eux trois ne sont pas des
mouches soldat noires mais des Exaireta spinigera, traitées dans les mémes
conditions ; et trois n'ont pas été séquencées dans les mémes conditions,
mais proviennent des données génétiques présentes sur les bases de
données du NCBI (deux des Etats-Unis et une du Royaume-Unis).

Analyse

Afin d’avoir une premiére idée du contenu en éléments transposables, nous
avons utilisé RepeatModeler et RepeatMasker v4.05
(http://www.repeatmasker.org) a la fois sur le génome de référence
(Generalovich et al 2021) ainsi que sur le génome que nous avions assemblé
a partir de BSF fournis par la société Cycle Farms (Chapitre 1 du présent
manuscrit). RepeatModeler permet de constituer une base d’éléments
transposables de novo, tandis que RepeatMasker va masquer dans
'assemblage les zones contenant des éléements répétés.

Les différents jeux de données des individus séquencés ont, quant a eux
été analysés via dnaPipeTE V1.3.1 (Goubert et al, 2015). Ce dernier est un
pipeline basé sur le caractere tres repété des TE. Il est concu pour trouver,
classer et quantifier les éléments transposables et autres répétitions dans
un ensemble de donnees de séquencage. On utilise des reads a faible
niveau de couverture et sans étape d’assemblage. En utilisant dnaPipeTE,
nous avons, analysée pour chaque individu, dont nous avions des séquences,
la proportion de chaque classe d’éléments transposables (LINE ; SINE ; LTR
: DNA éléments ; Hélitrons). Dans un second temps, nous avons analysé les
données des difféerentes superfamilles, en regardant cette fois le nombre
de bases alignees. Nous avons calibré dnaPipeTe en utilisant les reads du
génome de référence. Aprés une série d'essai entre 0,1 et 1X, le taux de
couverture ou la taille moyenne des consensus était la plus longue, était de
0,2X.
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Enfin, apres les analyses par dnaPipeTE, et en regardant le nombre de bases
alignées, nous avons analysé pour chaque classe les familles d’éléements
transposables. La visualisation des résultats s'est faite via R (https://www.r-
project.org/ - les scripts python et R sont disponibles en annexe 3.01 et
3.02 page 233 a 236).

Réesultats et discussion

Proportion d’élements transposables dans les
genomes complets.

Le génome d’'Hermetia illucens est un grand génome pour un diptére. En
utilisant consécutivement RepeatModeler et RepeatMasker, nous avons
identifié, que 57,4% du génome était constitué d'éléments répéteés (figure 1).
L'étude a été faite sur le génome de référence (Generalovich et al 2021).

31,8% du génome est composé de LINE, ce qui en fait l'élément le plus
abondant au sein du genome de la BSF. Les LTR représentent 3,4%, les
hélitrons 0,6%, les DNA éléments représentent 3,5%, les SINE représentent
0,8% et les simples répétitions 0,3%. 177% du génome est masqué sans étre
classé dans 'un des groupes précédemment cités.
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Genome Fraction
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Figure 1: Proportion des differentes superfamilles d'éléments transposables chez la BSF -
génome de référence - réalisé avec RepeatMasker

Nous avons comparé les proportions des différentes superfamilles du
génome de référence avec celles du génome que nous avions nous méme
assemblé précédemment (chapitre 1). Les résultats sont donnés dans la
figure 2.
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Figure 2 : Proportion des différentes superfamilles d'éléments transposables chez la BSF -
génome Cycle Farms -réalisé avec RepeatMasker

Les proportions de superfamilles d’éléments transposables entre les deux
assemblages sont similaires, bien qu'il semble y avoir une plus grande
proportion d'éléements transposables dans le génome des BSF de Cycle
Farms comparé a celle du génome de référence.

D'autre part, RepeatModeler permet également, de nous donner une
indication sur le niveau de similitude des séquences d'élements
transposables d'une méme famille. Concrétement un consensus de toutes
les séquences appartenant a la méme famille est généré. Puis une
comparaison de chaque sequence homologue a la séquence consensus est
faite. L'idée étant de comparer le nombre de mutations acquises par
'éeléement, en appliquant un poids different entre les transitions et les
transversions. On obtient un graphique, une substitution de kimura (figure
3). Ce genre de représentation visuel permet davoir une idée de
'ancienneté des séquences d'éléments transposables dans les génomes.
Plus les séquences seront proches du consensus, plus elles seront récentes
et inversement.
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Kimura substitution level (CpG adjusted) Figure 3:

Substitution de Kimura des différentes superfamilles d'éléments transposables chez la BSF
- génome de référence.

Beaucoup de séquences sont récentes (<5%) et ce, chez toutes les
superfamilles a 'exception des LTR qui elles, semblent plus anciennes. Ily
a donc une forte activité récente des TE qui montre que la dynamique au
sein des génomes de BSF est trés importante.

Toujours dans un objectif de comparaison avec le ggnome que nous avons
assemblé (chapitre 1), nous avons également utilisé RepeatModeler afin
d'observer et de comparer la dynamique des differentes familles
d’éléments transposables (figure 4)
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Figure 4 : Substitution de Kimura des différentes superfamilles d'élements transposables
chez la BSF - génome Cycle Farms.
Les résultats sont de nouveau similaires entre le génome de réféerence et
celui des BSF issus de Cycle Farms.
Comparaison des resultats entre
RepeatModeler et dnaPipeTE
Afin de valider la méthode que nous voulons utiliser, nous avons pris des
séquences brutes issues du sequencage du génome de référence, et nous
avons utilisé dnaPipeTE pour comparer les résultats avec RepeatModeler
(figure 5).
Le but était de voir si les résultats étaient comparables entre les deux
logiciels qui utilisent des données en entrées différentes.
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Figure 5 : Proportion des différents groupes d'éléments transposables chez la BSF réalisé
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référence (Generalovich et al 2021) contre 57,4% avec RepeatModeler.

GENOME DE REPEATMODELER (%) DNAPIPETE (%)
REFERENCE

TOTAL D’ELEMENTS | 57,4 35,35

REPETES

LINE 31,5 16,76

SINE 0,8 0

DNA 3,5 1,35

LTR 33 1,79

HELITRON 0,6 0,1

Tableau 3 : Comparaison des pourcentages des superfamilles d'éléments transposables

entre RepeatModeler et dnaPipeTE



De maniere genérale, dnaPipeTE sous-estime la quantité d’élements
répétés dans le jeu de données que nous avons mis a sa disposition. En
revanche, les proportions de chaque famille sont conservées.

Nous avons également voulu savoir combien de familles étaient retrouvées
par RepeatModeler et par dnaPipeTE pour les deux génomes (tableau 4).

Génome Génome de référence Génome Cycle Farms
Logiciel RepeatModeler dnaPipeTE  RepeatModeler  dnaPipeTE
LINE 450 78 240 84
SINE 10 0 9 0
DNA 158 44 97 51

LTR 127 46 70 58
Hélitrons 7 4 8 3
Unknown 570 7 275 12
Nombre total de famille 1322 187 699 216

(LINE :SINE ; DNA; LTR;
Hélitrons ; Unknown)

Tableau 4 : Comparaison du nombre total de familles de TE. Comparaison génomes et logiciels

De nouveau dnaPipeTE, sous-estime le nombre de TE dans les génomes. En
revanche les écarts peuvent s'expliquer par le nombre de TE inconnus,
trouvés par RepeatModeler. Les écarts entre les deux génomes, peuvent étre
le reflet des différences de tailles que nous avons identifie au cours du
premier chapitre.

Tous ces éléments pris en compte, nous avons validé dnaPipeTE, comme
étant pertinent pour analyser les familles d’éléments transposables dans
les génomes. Nous allons pouvoir le faire sur tous les individus que nous
avons a notre disposition.
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Comparaison des quantités d’elements
transposables au niveau populationnel

Les différents individus étudiés dans cette partie étant ceux qui ont servi a
établir la phylogénie mitochondriale présentée au chapitre 2 (Guilliet et al
2022). Nous avons classé les résultats en accord avec cette phylogénie
(figure 6).
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Figure 6 : Pourcentage de chaque superfamilles d'élements transposables dans les données
de sequencage des differentes populations de BSF

Chez les BSF, ce sont toujours les LINE qui sont les TE les plus représentés
et ce peu importe la population. Ils varient de 11% a plus de 22% (moyenne
18,7 + 2,3), en comparaison, les LINE sont peu représentés chez Exaireta
spinigera, qui nous avait servi d’outgroup pour la phylogénie.
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Les éléments a ADN varient de 1,06 a 3,51% (moyenne a 1,8 + 073), les
hélitrons varient de 0,04 a 0,55% (moyenne a 0,3% + 0,1), les LTR varient de
1,35% a 5,60% (moyenne a 2,5% + 0,5) et les SINE sont toujours trés peu
représentés dans l'analyse dnaPipeTE ot l'on a un maximum de 0,1%.

Les fortes variations qui apparaissent au sein des superfamilles, sont par
ailleurs reflétées chez les differents individus, sans lien, entre les
localités de capture, ni avec l'haplotype mitochondrial (figure 7). Certains
individus de la méme population et provenant de la méme
localité  (Guyane Francaise) présentent des contenus en éléments
transposables identiques. Tandis que dans d’autres populations (Blois
de ['Haplotype A) ils varient entre 18,5 et 25%. De fagcon générale, les
individus de U'haplotype C (en rose) sont plus homogénes au regard de
leur contenu en TE. Tandis que ceux de l'haplotype A (bleu foncé)
présentent d’avantage de variations quant a leur proportion en TE. Cela
remet en question la pertinence d'utiliser une phylogénie
mitochondriale, comme proxy de ['histoire évolutive du génome nucléaire.
Afin de le verifier il faudrait refaire une phylogénie basé sur des génes
nucleaires. Par ailleurs, comme nous l'avons vu au cours du premier
chapitre, il pourraity avoir des variations de taille de génome. Ces derniéres
pourralent blalser les resultats d analyses par dnaP|peTE celles-ci étant
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Nous avons par la suite regardé dans les superfamilles de chaque groupe
d’éléments transposables, celles qui étaient les plus représentées (figure
8).
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Figure 8 : Nombre de bases alignées pour chaque superfamille d'éléments transposable
chez différents haplotypes de BSF

La plupart des superfamilles de LINE sont bien représentées chez tous les
individus avec une surreprésentation des LINE R1 et LINE RTE/BovB. Il ne
semble pasy avoir de structuration spécifique des élements transposables,
en fonction de lhaplotype considéré. Certaines superfamilles sont
présentes chez tous les individus c’est le cas notamment des LINE CR1. Au
contraire, quelques-unes ne sont présentes que chez certains individus tels
que les DNA Tcmar, sans relation évidente avec les haplotypes
mitochondriaux precédemment identifiés.

Nous avons par la suite regardé pour chaque famille au sein des
superfamilles afin d'affiner encore nos résultats (figure 9 a 12). Les résultats
sont a nouveau disparates et certaines familles sont présentes a nouveau
chez tous les individus.

%am Figne Au Mont D Or

Haplotypes TE
Outgroup [l DNA

Bc Helitron
HD HLNE

J BLUR
mG M sINE
| I3 Unknown
mH
A
Aligned bases

5e+07

2.5e+07

0

- eorges Les Baillargeaux
- Ichrs .
- St Marcellin en Forez

itiers



De maniere génerale un nombre limité de famille sont responsables
de l'écrasante majoritée des TE dans toutes les populations. Cest le
cas notamment des LINE R1 et R1-LOA (figure 9) et de certaines famille de
DNA TcMar (Figure 10). De méme chez les LTR (figure 11) deux familles
de la superfamille Gispsy présente des différences notables entre les
individus.

Les variations de quantité observées auparavant (figure 7) ne sont pas
dues a de nouvelles familles présentes dans quelques population
mais a une variation de l'abondance relative des méme familles.
Toutefois il existe de nombreuses familles orphelines retrouvées dans
un nombre limité de populations. Tel que lélément P (figure 10),
mais toujours en faible abondance. Deux familles d'élements
transposables inconnues (figure 12) sont aussi présentes et grandement
représentées dans tous les génomes avec de fortes disparités entre les
individus.
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TE

Haplotypes
Outgroup

15 8 - F - Beaufort en Vallée

16 9 - Ghana
17 10 - F - Beaufort en Vallée

106 - Kenya
117 - Taiwan
1216 - F - AVignon
13 18 - Taiwan

14 22 - Taiwan

18 12 - Ghana

0111 -F - Angouleme
06 2 - United Kingdom

0319-Kenya
04 15 - Kenya
073-USA
084-USA
095 - Kenya
2017 - Ghana
2121- Ghana
2220 - Ghana

(BRI [ [TTTTTTTT] 28 57 - Mexico

<

o@““eé

O

5o
2%

?

o

26 54 - F - Vincennes

H HHHH

Figure 10 : Nombre de bases alignées par familles de DNA elements

27 48 - F - Nogent Sur Marne

28 49 - French Guiana
29 53 - French Guiana
30 50 - French Guiana

3251 -F - La Rochelle
3325 - F - La Rochelle

3146 - Taiwan
3424 -F - Paris

3555 - F - Angouleme
36 52 - F - Dieulefit

37 42 - F - Trescleoux
38 41 - F - Perigueux
39 40 - F - Montpellier
4038 -F - La Force

45 44 - F - St Georges Les Baillargeaux

46 43 - F - Poitiers
47 26 - F - St Marcellin en Forez

4327 -F - Lyons
44 35 - F -Poitiers
49 37 - F - Paris
5039 - F - Lormont
5131 - F - Blois

54 28 - F - Champagne Au Mont D Or
5529 - F - Lormont
56 45 - F - Lormont

53 33 - F - Valloire Sur Cisse
57 30 - F - Blois

52 23 - F - La Rochelle

148 34 - F - Poitiers
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Figure 12 : Nombre de bases alignées par familles de SINE, Hélitrons et incinnues
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Conclusion

Les éléments transposables jouent un role considérable dans ['évolution
des génomes (Ayarpadikannan and Kim, 2014). Au cours de cette étude
préliminaire, nous constatons que des differences majeures apparaissent
entre les génomes, quant a la composition en TE. Nous allons continuer
notre investigation sur les differentes familles de TE présentes dans tous
les génomes, ainsi que ceux que ne sont présents, que dans un nombre
reduit de génomes. Nous allons également nous intéresser a la dynamique
des élements transposables, en comparant la présence ou l'absence de
certains éléments transposables pour un locus précis. Nous voulons faire
cela au regard du genome de reférence, ce qui nous donnera une idée de
la dynamique des éeléments transposables. Enfin, nous allons également
rechercher d’éventuels transferts horizontaux chez les TE orphelins. Ces
travaux conduiront a la publication d'un article de recherche, sur la
dynamique des élements transposables appliquée a de la génomique des
populations.
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Discussion générale

Il y a peu de domaines, a mon sens, qui soient aussi plaisants que la
biologie. L'étude du vivant est a la fois d'une telle complexité et d'une telle
évidence que chaque aspect est un pur régal.

J'ai eu la chance au cours de ma these d’'étre parmi les pionniers d'un sujet
émergeant. Bien évidemment, la je ne parle ni de biologie, ni de génétique,
mais bien de 'étude des Hermetia illucens. L'élevage des BSF, est de par sa
nature profonde, rien de plus qu'un énieme élevage d'animaux, mais
comme nous allons le voir il est difféerent par bien des aspects.
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Rappel des principaux résultats

Nous sommes désormais mieux armés (comme les Stratiomyidae) pour
aborder les futures étapes en sélection et en ameélioration des BSF
d'élevage.

Nous disposons d’'un génome assemblé a l'échelle chromosomique ainsi
que d'un catalogue de génes (Chapitre 1 - Generalovic et al, 2021). Nous
avons également relevé de potentielles differences de tailles importantes
entre les génomes qui font partie d'un méme haplotype mitochondrial.

Nous avons désormais une bonne idée de la diversité génétique de la BSF,
a savoir qu'il existe une grande richesse génétique dans la nature, alors
qu’au contraire, les élevages semblent se concentrer sur une seule souche.
Nous avons également présenté plusieurs scénarii possibles quant a la
dispersion de la BSF, sur son continent d’origine, ainsi que sur le reste de
la planéte (Guilliet et al 2022 - Chapitre 2). Nous avons levé des inquiétudes
quant a la biosécurité de ces élevages et mis en relief le temps de
divergence entre les principaux haplotypes ; le reliant potentiellement avec
un événement geologique majeur, a savoir la fermeture de listhme de
Panama. Enfin, nous avons un premier catalogue des éléments
transposables qui sont présents et actifs au sein des génomes d’Hermetia
illucens (Chapitre 3). Nous y avons découvert de fortes variations entre les
populations, sur la proportion totale d’éléments transposables. Il en est de
méme pour la présence systématique de certaines familles, alors que
d’autres ne sont présentes que dans certains genomes sans lien avec la
phylogénie mitochondriale.

Retour sur les articles

Je le disais un peu avant, il y a des distinctions entre ['élevage de BSF et les
autres élevages. Le premier aspect sur lequel ce domaine est différent est
lie a sa réecence : il s'agit d'une tentative originale et pionniére de
domestication d’'une espece d'insectes pour l'agro-alimentaire. La plupart
des élevages sont tres anciens dans l'histoire humaine, a 'image du cheval
en -3500 (Outram et al.,, 2009) ou encore - 6000 pour les poules (West and
Zhou, 1989) et méme la domestication des abeilles qui remonte a 7000 ans
avant notre ére (Oldroyd, 2012). A contrario, les premiers élevages de
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mouches soldat noires, n'ont vu le jour qu'au cours des derniéres décennies
(Sheppard et al,, 1994). C'est une occasion unique de pouvoir appliquer les
nouvelles méthodes apprises de la genétique et de la biologie des
populations. Nous avons le choix de ne pas recommencer les mémes
processus de sélection que ceux qui ont été fait sur les autres élevages et
de gagner un temps considérable, que ce soit dans l'élevage ou dans la
sélection. Nous pouvons également éviter de reproduire des erreurs qui
ont été commise dans d'autres élevages, comme la race de vache blanc
bleu belge incapable de véler par elle-méme (Klein, 2022).

C'est avec cette volonté de gagner du temps (et donc de l'argent ne nous
mentons pas) que les entreprises de linsecte se projettent rapidement
dans des aspects génétiques et de sélection.

Comme nous l'avons vu au cours du premier chapitre, avoir un génome de
référence pour 'espéce, ainsi qu'un catalogue des genes sont des prérequis
indispensables pour la sélection. Ces génomes de haute qualité sont la
pierre angulaire de la génomique moderne (“A reference standard for
genome biology,” 2018). De plus, dés qu'un génome de référence est
disponible, les reads issus des nouveaux séquencages, seront alignés sur
celui-ci plutdt que d’étre assemblés de novo. Ce genre de technique
représente un gain de temps (Hari and Parthasarathy, 2019).

Aussi dans le monde de la BSF, nous avons un genome fait a partir d’'une
seule population (Generalovic et al 2021). Ce génome ne peut donc pas, a
proprement parler, correspondre a un genome de réeference. En effet, il
faudrait que celui-ci prenne en compte les difféerentes populations. Qu'il
soit un assemblage chimeérique de l'ensemble de ceux-ci pour étre une
séquence nucléotidique consensus de l'ensemble de l'espéce. L'idée est
d’avoir une vision pan-génomique de l'espéce pour éviter les effets négatifs
liés a l'utilisation d'un génome basé sur un seul individu (Morneau, 2021).
Les travaux @ mener dans les prochaines années auront, entre autres, pour
objectif de donner un apercu global du génome de l'espéce.

Les récentes avancees en matiere de séquencage ont rendu les colts de
plus en plus abordables (“DNA Sequencing Costs,” 2021) et par conséquent
le reséquencage de génomes entiers devient une alternative extrémement
intéressante. Elle permet ainsi d’aller observer finement les variations
génétiques entre les individus (Ng and Kirkness, 2010). Cela permet d’aller
chercher au cceur des génomes les variations génétiques associées a un
trait phénotypique ou encore a une maladie (lkegawa, 2012). Ce genre
d’analyse appelée GWAS est de plus en plus utilisé sur les animaux
d’élevage et notamment chez les insectes tel que l'abeille (Avalos et al,
2020). Il est également possible d'aller rechercher les fréquences de
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certains alléles mineurs (MAF) qui jouent un rdle important dans la
'héritabilité de certains traits (Hernandez et al., 2019).

Par ailleurs, une fois un génome de reference établi, il convient de
s'intéresser a la diversité génétique des populations qui composent
'espéce.

En effet, lors d'un processus de sélection, les possibilités sont limitées par
la diversité génétique présente (exception faite de la mutagéneése).

Il est possible, tout d’abord, d’estimer la diversité génétique au sein des
élevages, méme si nous savons que la mise en élevage de la BSF entraine
une diminution en quelques générations, de la diversité génétique
(Hoffmann et al, 2021 ; Rhode et al,, 2020). Cependant, nous ne savons pas
actuellement si cette diminution de la diversité genétique au cours des
générations se stabilise au cours du temps ni quel est l'impact de la
richesse initiale sur la diminution. Nous en sommes réduits a constater la
richesse allélique apres un certain nombre de génération d’élevage.

Une fois cette diversité constatée, il devient alors possible d’appliquer une
pression de selection afin d’'améliorer certains aspects phénotypiques de
la mouche soldat noire. Certains de ces aspects ont déja été explorés, que
ce soient les effets de la consanguinité qui augmenterait le nombre d'ceufs
pondus (Cai et al, 2022), ou encore sur de la sélection massale qui
augmente le poids moyen des individus au cours des générations
(Facchini et al., 2022).

Malheureusement, sans moyen de réintroduire de la diversité génétique,
les possibilités d’amélioration d'un élevage sont limitées a sa richesse
allelique avant les étapes de sélection.

Il est également envisageable de réaliser des mutants, que ce soit via de la
mutagénese aléatoire ou dirigée, comme cela a déja été fait chez la BSF
(Zhan et al,, 2020). Toutefois, les implications légales quant a la production
d’OGM sont lourdes (“OGM,” 2018), et les demandes d’autorisation de mise
sur le marché et de tracabilité (la tracabilité n'est pas exigée dans le cadre
de mutagéneése aléatoire) prennent du temps et sont contraignantes pour
les professionnels.

Une autre solution serait d'arriver avec des méthodes de sélection massale
et sans ajout de diversité génétique a obtenir des animaux dont les
phénotypes correspondent aux attentes. Il faudrait dans ce cas, controler
'environnement pour qu'il soit le plus stable possible. Cependant les
limites de ce genre de modéles sont rapidement atteintes (Magne et al,
2019).

186



Il y a effectivement des risques, quel que soit l'élevage, d'avoir des
changements environnementaux, une indisponibilité des intrants
couramment utilisés, ou encore, l'arrivée d'un pathogéne. Et pis, il a été
montré qu'une amélioration géneétique a court terme de la productivité est
souvent corrélé avec une diminution sur le long terme (Weiner, 2003).

Il est donc, a un certain point, indispensable de rajouter de la diversité dans
les élevages.

Pour se faire, il est possible de réintroduire des individus génétiquement
differents, que l'on aura sélectionné (ou non) afin d'améliorer les
possibilités génetiques de l'espece. Cela est d'autant plus intéressant chez
les insectes, notamment les BSF ou il reste dans le monde une trés grande
quantité de populations sauvages (Rhode et al, 2020). Ainsi, il est
indispensable d'estimer la richesse génétique des populations, avant de se
lancer dans ces processus de croisements.

La diversité s'exprime de difféerentes maniéeres dans les élevages :

Il y a évidemment la diversité génétique dont nous parlons plus
spécifiqguement ici. C'est-a-dire le polymorphisme génétique entre les
individus de 'espéce. Repérer des variants génétiques d'intérét (résistance
aux pathogénes, amélioration des capacités de production) est
indispensable (Phocas et al., 2017).

Il'y a également la diversité phénotypique, qui sont les traits observables
de l'animal, tels que la masse, le comportement, la production d'ceufs ... Ces
caracteres sont souvent la combinaison de caractéristiques génétiques et
environnementales. Ce sont ces critéres la que les éleveurs tentent
d’améliorer.

La diversité spécifique, ne dépend pas en elle-méme de l'animal élevé mais
de l'interaction avec d’autres étres vivants, comme un ajout de probiotique.

Enfin, toutes ces diversités entrent en compte dans ce que 'on appelle la
diversité fonctionnelle (figure 1). Celle-ci se définit comme étant celle qui
est intéressante pour l'élevage (Tichit et al., 2011).
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Types de diversité animale

Diversité fonctionnelle

F 3 r 3 -

Diversité Diversité Di)re_r_sité
génétique phénotypique spécifique
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d’élevage

Population

Niveaux d’organisation

Figure 1: Les difféerentes diversites et leurs intéractions. D'aprés Magne et al 2019

Car il convient de gérer au mieux cette diversité, l'étudier est un prérequis
indispensable. Nous l'avons vu au cours du deuxiéeme chapitre de cette
thése, la mouche soldat noire présente une diversité génétique étonnante
et riche. Cette diversité trouvée au sein du génome mitochondrial, nous
permet de dater une séparation des principales populations a plus de deux
millions d'années. Ceci promet une richesse importante d'un point de vue
nucleaire. En effet bien que le ratio de mutation entre 'ADN mitochondrial
et 'ADN nucléaire varie de 2 a 6 chez les invertébrés (Allio et al, 2017),
l'extraordinaire variation trouvée entre les haplotypes mitochondriaux chez
la BSF nous permet d'espérer de grandes variations génotypiques et
potentiellement phénotypiques.

Par ailleurs, 'étonnant gradient nord-sud trouvé au sein des haplotype CO1
(figure 2) du continent d’origine, tend a prouver la progression vers le nord
de la mouche au cours de son évolution. Ces résultats préliminaires font de
la BSF, un modéle unique pour 'étude de la dispersion naturelle d'une part
et médié par 'homme d’autre part (Kaya et al 2021). D'autre part, cela est
également une preuve de son adaptabilité a différents climats, et de
fait,
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'étude de sa diversité genetique peut nous apporter des réponse sur les
ameéliorations possible dans les élevages.

00000000000 e®
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Figure 2 : Réseau d'haplotype d'Hermetia illucens sur son continent d'origine.

En effet la BSF a connu une dispersion naturelle entre sa zone native et
'Amerique du Nord; et plus récemment une dispersion rapide sur
lensemble de la planéte. A l'image des variations au sein des genes
mitochondriaux, que nous avons trouves et présentés au cours du chapitre
2, la mouche soldat noire peut devenir dans les prochaines années un
modéle d’étude de l'invasion et de ['adaptation.
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Animaux

Souris domestique

Rat domestique

Blaptica dubia

Enfin, un autre aspect de la diversité génetique pour lequel l'étude des
génomes peut apporter des réponses est la diversité des éléments
transposables. En effet, il a été prouvé que les éléments transposables
étaient corrélés a l'apparition d'un stress chez les drosophiles (Rech et al,
2019). De méme chez les plantes certains éléments transposables sont
reactives en cas de stress. Ces derniers peuvent étre de differentes natures
:en cas de sécheresse (Kalendar et al,, 2000), en réponse au froid (Jiang et
al, 2003) ou a la chaleur (Ito et al,, 2011). Au vu de la dispersion rapide des
BSF autour de la terre et leurs remarquables adaptations (Kaya et al 2021)
il est probable qu’une part de cette adaptation soit causée par certaines
familles d’éléments transposables. Comme nous l'avons vu au cours du
troisieme chapitre, les proportions d’éléments transposables peuvent
varier assez drastiquement entre des individus phylogénétiquement
proches.

Les particularités du domaine

Une dizaine d’animaux sont éleves pour nourrir d’autres animaux, mais ils
ont tous une application directe pour 'homme, exception faite de la BSF.

Ver a soie Sériculture

Grillon domestique Nourriture humaine
Mouche du vinaigre (D. melanogaster) Animal de recherche

Daphnia magna Animal de recherche

Ténébrion meunier Nourriture humaine
Vers de cire Appat, animal de recherche
Mouche soldat noire 0}

Tableau 1: Liste des animaux utilisés comme nourriture pour l'élevage et leurs autres
utilisations direct pour Homo sapiens

Autres utilisations qu’en nourriture animale

Animal de recherche, animal de compagnie

Animal de recherche, animal de compagnie

Animal de recherche, animal de compagnie
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Voici donc bien le premier élevage industriel, exclusivement dedié a
l'élevage. C'est cet aspect qui fait que ['élevage de BSF est unique en son
genre.

On pourrait ici objecter que les mouches soldat noires vont également
diminuer les biodéchets, et cela est vrai, si elles sont nourries avec des
déchets.

En effet, comme l'indique Seyedalmoosavi et al (2022), la BSF est une espéce
qui n’entre pas en concurrence direct avec les élevages traditionnels (pour
les ressources) mais plutdt comme une aide a ces élevages tant qu'elles
sont élevées avec des aliments de qualités inférieures et inutilisables
par ailleurs.

Cependant, il y a tout lieu de penser que ce n'est pas encore le cas. Les
industriels du domaine cherchent pour linstant, a comprendre et a
maximiser les capacités des BSF en élevage. Aussi, il y a fort a parier que la
quantité de biodéechets réellement incorporés dans les rations alimentaires
est en dessous des capacités reelles de la BSF.Si tel est bien le cas,
'élevage de BSF n’est pas encore une véritable prouesse écologique,
simplement une autre maniére de produire de la protéine a destination des
élevages avicoles et aquacoles.

Tant que les capacités exactes des BSF ne seront pas pleinement connues,
il parait impossible de les exploiter de la maniére la plus optimale. Ce qui
veut dire qu’apres une décennie d'études poussées sur la BSF, nous
réalisons quel est le potentiel de cet insecte (Siddiqui et al., 2022 ; Mertenat
et al, 2019), mais, nous ne bénéficions pas encore de tout ce qu'elle a a
offrir.

Il faut également prendre en compte l'aspect économique des élevages. Il
y a en effet un véritable enjeu pour améliorer la rentabilité des élevages de
BSF. La farine d'insectes (vendue entre 3500 et 5000 S la tonne en 2021) est
en ce moment en concurrence avec la farine de poisson qui en Juillet 2022
était a un peu moins de 1600 $ la tonne et le tourteau de soja qui lui
avoisine les 540 $ la tonne (“IndexMundi - Country Facts,” n.d.). Alors, bien
que l'impact écologique de la farine de BSF soit trés probablement plus
faible que les deux autres, l'enjeu de rentabilité des élevages reste une
priorité pour les producteurs. Le salut de laliment a base d’'insectes
peut venir de deux facons différentes :

e L'augmentation des colts des autres matiéres premiéres, due a leur
impact écologique (ce qui implique une taxe des matiéres premiéres
en réponse a leurs impacts écologiques).
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e ['amélioration autour de l'insecte en lui-méme qui comprend, a la
fois, des améliorations techniques sur les procédés (élevages,
extraction de protéines ..) et via la sélection d’animaux plus
performants dans la transformation de biodéchets en aliment pour
l'élevage.

Si le premier point parait utopique, le second en revanche est une réalité
que les acteurs industriels et chercheurs académiques tentent de mettre
au point. En revanche, il faut aussi se méfier de ne pas perdre l'essence
écologique des élevages de BSF. En effet dans un souci de diminution des
codts, la délocalisation est une option tentante mais qui entrainerai une
augmentation du transport de matiere.

Un autre aspect, potentiellement problématique a également été levé dans
le deuxiéme chapitre de cette thése. Il s'agit des mesures de biosécurité qui
devraient étre mises en place pour éviter 'echappement des BSF issus des
élevages. Nos travaux ont notamment montré la présence du géenotype
commercial dans la nature a proximité des élevages de BSF en France. En
effet, jusqu'a présent aucune étude portant sur la dispersion des adultes
n'a été réalisée. Il sera possible de le faire prochainement, car nous savons
que les adultes ne craignent pas un marquage a la peinture acrylique (Jones
and Tomberlin, 2020), et qu'a priori dans un environnement contrélé, les
BSF ne semblent pas s'éloigner beaucoup de leur zone d’émergence (Axtell
and Arends, 1990 ; Tomberlin and Sheppard, 2002). En attendant que ces
études soient realisées et publiées, les eleveurs de BSF doivent faire tout
ce qui est en leurs compeétences et connaissances pour prévenir des
échappements de leurs élevages. En effet, comme nous le savons, il existe
d'une part une tres grande homogéneité genétique dans les élevages et
d’autre part, une grande diversité dans la nature (Chapitre 2 du présent
manuscrit). Que ce soit dans une visée de conservation de cette biodiversité
ou dans une optique d'amélioration des souches d’élevage, la préservation
de la diversité est un élement d'une importance capitale. Des élevages
laissant échapper des BSF dans des zones ou il n'y a pas encore de BSF
pourraient conduire a linstallation de mouches soldat noires dans ces
zones et potentiellement perturber ['écologie locale. De méme qu'un
échappement continu dans des zones déja occupées par une autre
géenétique pourrait conduire in fine au remplacement de la population
source par celle de l'élevage.

Les échappements de mouches soldat noires peuvent intervenir a deux
moments au cours de 'élevage. Le premier est lors de la pupaison. En effet,
a ce moment précis du cycle de vie les larves vont quitter le substrat pour
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trouver un endroit plus sec pour leurs pupaison (Sheppard et al,, 1994). Si
les conditions d’humidité sont adéquates alors les larves vont pouvoir
s'échapper des bacs d'élevage ce qui peut créer de 'échappement. Il est
donc primordial de controler cette humidité. L'autre période ou il peuty
avoir de l'échappement est au stade adulte. Les BSF volent lentement et
ont tendance a se poser rapidement (Axtell and Arends, 1990). Chaque
entrée et sortie des cages peut étre ['occasion pour des imagos de se poser
sur les manipulateurs et ainsi risquer de s'échapper. Il convient donc pour
éviter tout risque d’echappement, d'une part, de multiplier le nombre de
sas entre les cages et l'air libre et d’autre part, de renforcer les vérifications
de toutes les personnes manipulant au niveau des serres.

L'élevage de BSF se veut écologique et économique. Cependant les gains
peuvent étre limités a cause des colts de transport et 'achat de matiere
organique pour l'élevage (Beesigamukama et al,, 2022). Pour ce qui est de
la production de protéines, l'élevage de BSF dans de petites structures
avicoles ou aquacoles est bénéfique aussi bien économiquement
qu’écologiquement (Nyakeri et al., 2017).

Recemment des études ont également montré qu'un hydrolysat des
protéines extraites des BSF avaient de meilleures propriétés fonctionnelles
et une plus grande activité anti oxydante (Batish et al., 2020). Cependant,
produire ces hydrolysats de protéines va entrainer une consommation
démesurée d’énergie fossile, d'eau et participer au réchauffement
climatique (Colantoni et al, 2017). Par exemple, produire un kilogramme
d’hydrolysat de protéine a partir de co-produits animaux entraine la
'émission de 1,5 kg d’équivalent CO,, la consommation de 25 M) d’énergie
fossile et la consommation de 116 litres d'eau. Ces hydrolysats, bien
qu’étant potentiellement plus efficaces que les protéines bruts extraites
des BSF, sont a mon sens une telle catastrophe écologique, que leurs
productions viendraient en contradiction avec le let motiv des entreprises
de l'insecte.

Par ailleurs, avec plus de 200 milliards de BSF élevées par an (Rowe, 2020),
la notion de bien-étre animal va trés certainement étre l'une des
problématiques émergentes du domaine. A lheure actuelle, aucune
association de grande envergure ne s'est positionnée sur les élevages
d'insectes. Sans aucun doute, cela viendra avec la croissance du secteur.
Nous pouvons dong, a l'instar de Barrett et al. (2022) commencer a travailler
sur ces questions pour que les élevages soient le plus respectueux possible
des animaux. Les raisons pour lesquelles il n’y a pas encore de mouvement
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important pour la conservation des Hermetia illucens (ou des autres
insectes d’'élevage qui sont sacrifiés au cours du processus) sont doubles.
Le premier est lié a la récence des élevages, le second est quant-a-lui,
un biais psychologique lié a lanthropomorphisme (Urquiza-Haas
and Kotrschal, 2015). Ce dernier point est similaire a celui qui fait
que les especes phylogénétiquement plus proches d’Homo sapiens,
recoivent plus d'attention quand il s'agit de conservation animale
(Martin-Forés et al, 2013).

Les perspectives

Le génome de référence que nous avons ne représente qu’un seul individu.
Vouloir comparer les génomes de differentes populations peut également
nous permettre d'en apprendre beaucoup plus sur 'espece. Nous allons
désormais concentrer une partie de nos efforts sur le séquencage des
genomes complets des autres lignées que nous avons trouvé et présente
au chapitre 2.

Cela nous permet d’élucider la question des différences de taille de génome
que nous avons trouvé au cours de ma premiére année de thése (chapitre

1).

En effet, il y a un écart d’environ 150 Mb entre le génome de référence et
celui que nous avons assemblé. Les génomes mitochondriaux présentent
un pourcentage de similarité de 99.993% (chapitre 2). Par ailleurs, la
proportion d’éléments transposables est d’environ 20% pour le génome de
référence et de 25% pour celui de Cycle Farms (Chapitre 3). Toutes ces
données, font que les différences de tailles de génomes, deviennent une
nouvelle problématique passionnante. Nous avons également utilisé les
données de séquencage que nous avions pour estimer la taille de deux
autres génomes (tableau 2)

HAPLOTYPE LOCALITE TAILLE DE GENOME
ESTIMEE (MPB)

C Référence (UK) 1010

C Cycle Farms 840

C Ghana 936

A Montpellier 878

Tableau 2 : Differences de tailles des génomes estimeées
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Les tailles ont été estimée en utilisant des taille de Kmer de 21. Les
graphiques associés a la souche Ghanéenne et Montpelliéraine sont
donnée en annexe 4.01 (page 237).

Avec les résultats des génomes complets, nous pourrons commencer des
études de type GWAS et rechercher des QTL impliqués dans des traits
phénotypiques d'intérét industriel. Cette approche de génomique
comparative, se place dans la suite logique des travaux de ma thése. Ils
impliqgueront les mémes partenariats entre le laboratoire EGCE et
l'entreprise Cycle Farms. Par ailleurs, nous allons également continuer a
explorer la diversité des éléments transposables des génomes d'Hermetia
illucens. Nous voulons déeterminer les familles les plus actives, celles qui ne
sont présentes que dans certaines populations et potentiellement celles
qui seront responsables d'un trait phénotypique.

Ces perspectives pour les trois prochaines années ameneront a la
publication d’au moins deux autres articles de recherches. Par ailleurs,
comme de nouvelles lignées ont été decouvertes au cours de cette these,
toujours en lien avec l'entreprise Cycle Farms, celles-ci vont étre mises en
culture afin de les caractériser phénotypiquement. Notre but est a la fois
de verifier que les autres populations de BSF peuvent étre mises en élevage,
dans les mémes conditions, de comparer les optimums de croissance de
chacune des lignées, ainsi que de les caractériser dans des conditions
similaires. L'idée est aussi de vérifier linter-fertilite des différentes
populations. En effet, il se peut que des barrieres comportementales,
genétiques ou physiques ne le permettent pas. Une fois fait, le catalogue
de génes de chaque lignée pourra étre réalisé afin de relier un phénotype
a un genotype et potentiellement commencer des croisements entre les
lignées.

Avec comme objectifs d'une part, d'améliorer les caractéristiques générales
de l'espéce et d'autre part, d’'essayer de spécialiser les lignées sur des
substrats difféerents ou pour des applications différentes.
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Conclusion générale

De grands groupes industriels se sont articulés autour de ['élevage de ces
mouches soldat noires, et la filiére, encore jeune, commence a se structurer.
Chacun des protagonistes trouvant petit a petit sa place, tant au niveau
production de mouches que sur des aspects plus fondamentaux (tels que
la reproduction et la sélection). Les enjeux écologiques et économiques
sont prédominants dans ce domaine qui peut permettre de nourrir,
indirectement, mais de facon durable une population humaine
grandissante et souffrant d'un déreglement climatique toujours plus fort.
Devenir compétitif, pour les industries, passe par des ameéliorations des
procédés et de la BSF. Améliorer les qualités d’Hermetia illucens, est un défi
que les travaux de cette these permettent d’appréhender.

La sélection par les industries est un processus au cours duquel les
individus les plus compétitifs vont étre gardés pour se reproduire. Je dis ici
compétitif et non pas adapté, car les enjeux humains et la sélection naturel
ne vont pas de concert dans les élevages. En effet les industriel recherchent
d’avantage un compromis adaptabilité / compétitivité. Comme un nombre
d’ceufs pondu plus important tout en diminuant la durée du cycle. Il peut
s'agir également d'une résistance aux pathogénes ou a des températures
plus basse.

Afin que cette selection soit optimale, il faut que les industries puissent
sélectionner les traits d'intéréts pour leurs besoins. Cela passe par une
étape de définition des phénotypes a sélectionner, une seconde étape qui
est de déefinir quels sont les genotypes associés et enfin comment ces traits
peuvent étre sélectionnés.

D'un point de vue biologique, ces traits sont la plupart du temps le résultat
d’'une interaction entre la génétique et 'environnement. Si les conditions
environnementales peuvent étre optimisées et stabilisées, la génétique
quant a elle nécessite d'étre étudiée et appréhendée de maniére a pouvoir
relier un génotype a un phénotype.

Au cours de cette these, jai commencé a ouvrir certaines portes autour de
la génétique des populations chez Hermetia illucens. Ce diptére dont nous
avons vanté les mérites au cours de cette thése, et dont on peut, si 'on
reste malin, tirer beaucoup en termes économique et
écologique. Cependant, comme nous pouvons le constater encore une fois,
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Hermetia illucens reste pleine de surprise et des questions fondamentales
et appliquées continueront de se bousculer a nos portes.

La geneétique de la BSF est loin d'étre élucidée, et de nombreuses questions
restent en suspens sur les capacités d'adaptation de la BSF et sur les
résultats de mélange des populations.

La génomique de la mouche soldat noire est, au fur et a mesure que l'on se
plonge dedans, de plus en plus passionnante, avec des génomes qui
semblent avoir des tailles et des contenus en élements
transposables extrémement diverses.

Ce travail, a répondu a des questions, nous avons désormais une bonne
idée de la diversité génétique dans la nature (elle est riche et trés diverse)
et dans les élevages (ou la elle trés réduite). Mais nous avons également
souleve des questions :

e Pouvons-nous réduire encore le nombre d’hypothéses quant au
scénario de dispersion et d’évolution de la BSF ?

e Quels sont les phénotypes associés aux génotypes que nous avons
identifies ?

e Peut-on mettre en élevage les autres populations ? Et présentent-
elles les mémes caractéristique que notre souche d’élevage ?

e Aquoisontdues ces difféerences de taille de génome, et dans quelle
mesure les éléments transposables jouent un role dans les
differences génomiques ?

e Dans quelle mesure peut-on améliorer les capacités de 'espéce ?

e Comment se prévenir des échappements de mouches soldat noires
dans les elevages ?
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Annexe 1.02 : Script assemblage hybride

#on s'occupe en premier des données

DATA

#donnée illumina PE pour paire end, un nom a deux lettre qu'on choisis

#la taille moyenne des fragments |'écart type (si inconnu prendre environ 15%)

#le chemin vers les R1 et R2 fastq

PE= OM 150 22
/home/guilliet/hermetia_data/illumina/AOM17/fastq_after_trimming/J4_AOM17_S2_all_R1_001_cutadapt.fastq
/home/guilliet/hermetia_data/illumina/AOM17/fastq_after_trimming/J4_AOM17_S2_all_R2_001_cutadapt.fastq
PE=FM 150 22
/home/guilliet/hermetia_data/illumina/ADF04/fastq_after_trimming/J4_ADF04_S1_all_R1_001_cutadapt.fastq
/home/guilliet/hermetia_data/illumina/ADF04/fastq_after_trimming/J4_ADF04_S1 all_R2_001_cutadapt.fastq

#pour les long reads on prend tout ensemble d'un coup en fasta
NANOPORE= /home/guilliet/hermetia_data/Minion/Hilu01_02_94_206.fasta
END

PARAMETERS
EXTEND_JUMP_READS=0
GRAPH_KMER_SIZE = auto
USE_LINKING_MATES =0
USE_GRID=0
GRID_QUEUE=all.q
GRID_BATCH_SIZE=300000000
LHE_COVERAGE=30
LIMIT_JUMP_COVERAGE=300
CA_PARAMETERS = cgwErrorRate=0.15
KMER_COUNT_THRESHOLD=1
CLOSE_GAPS=1
NUM_THREADS=48

JF_SIZE = 10000000000
SOAP_ASSEMBLY=0
FLYE_ASSEMBLY=0

END

221



and accession number.

Database Countr accession number Name haplotype ~ Continent Lab  Caotive Wild Mined GPS List of all individuals used during the study. Or

31 Oceania 0 o o 1
35 Oceania o 0o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o 0o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
C Oceania 0 o o 1
c Oceania o o o 1
C Oceania 0 o o 1
c Oceania o o o 1
C Oceania 0 o o 1
c Oceania o o o 1
ia DIQT119 DIQT119 3 Oceania o 0o 0o 1
ia 13 Oceania o o o 1
ia DIQT292 E Oceania 0 o o 1
ia DIQT808. 13 Oceania o o o 1
Bold Australia GBMINC1278 [GBMNC1278_20_Hermetia_Australia 3 Oceania o 0o 0o 1
Bold Australia GBMNC1280 GBMNC1280_20_Hermetia_Australia, E Oceania o o o 1
Bold Australia GBINC1293 [GBMNC1293 20 Hermetia_Australia 3 Oceania o 0o 0o 1
ia GBMNC1295 ia 13 Oceania o o o 1
(GBMNC1358_2 3 Oceania o 0o 0o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o o o 1
A Oceania 0 o o 1
A Oceania o 0o o 1
lia E Oceania 0 o o 1
LR792254_Australia_West Australia_Perth | Oceania o o o 1
[LR792256 Australia New South Wales Beaun| Oceania o 0o 0o 1
|LR812707 Australia West Australia Perth & Oceania 0 o o 1
LR812709 Australia New South Wales Beaun| Oceania o 0o 0o 1
A Asia o o o 1
A Asia 0 o o 1
A Asia o 0o o 1
A Asia 0 o o 1
A Asia o o o 1
A Asia 0 o o 1
A Asia o 0o o 1
A Asia 0 o o 1
A Asia o o o 1
A Asia 0 o o 1
A Asia o 0o o 1
A Asia 0 o o 1
A Asia o o o 1
A Asia 0 o o 1
A Asia o 0o o 1
A Asia 0 o o 1
A Asia o o o 1
C Asia 0 o o 1
c Asia o o o 1
C Asia 0 o o 1
G Africa 0 o o 1
C Asia 0 o o 1
c Asia o o o 1
3 Asia o 0o 0o 1
A SouthAmerica 0 o o 1
4 SouthAmerica 0 o o 1
6 SouthAmerica 0 o o 1
8 SouthAmerica 0 o o 1
9 SouthAmerica 0 o o 1
13 SouthAmerica 0 o o 1
14 SouthAmerica 0 o o 1
15 SouthAmerica 0 o o 1
15 SouthAmerica 0 o o 1
19 SouthAmerica 0 o o 1
21 SouthAmerica 0 o o 1
22 SouthAmerica 0 o o 1
SouthAmerica 0 o o 1
SouthAmerica o 0o 0o 1
17 SouthAmerica 0 o o 1
20 SouthAmerica 0 o o 1
20 SouthAmerica 0 o o 1
20 SouthAmerica 0 o o 1
SouthAmerica 0 o o 1
KM928149 Canada Alberta Elk Island NP Wl 0 o o 1
KM967419 KNM967419 Canada Alberta Elk Island NP Wol NorthAmerica o o o 1
Asia 0 o o 1
Asia o o o 1
Asia 0 o o 1
Asia o o o 1
Asia 0 o o 1
Asia o o o 1
Asia 0 o o 1 1China
2 SouthAmerica 0 o o 1
2 SouthAmerica 0 o o 1
29 SouthAmerica 0 o o 1
30 SouthAmerica 0 o o 1
30 SouthAmerica 0 o o 1
30 SouthAmerica 0 o o 1
30 SouthAmerica 0 o o 1
30 SouthAmerica 0 o o 1
30 SouthAmerica 0 o o 1
30 SouthAmerica 0 o o 1
30 SouthAmerica 0 o o 1
30 SouthAmerica 0 o o 1
30 SouthAmerica 0 o o 1
30 SouthAmerica 0 o o 1
30 SouthAmerica 0 o o 1
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55 F - Angouléme
42F - Trescleoux

52 F - Dieulet

41F - Périgueux

28 F - Champagne au Mont D'Or.
27F-Lyon

40 F - Montpelliers
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45.6454 0.176846
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48 F - Nogent Sur Marne
54 F - Vincennes

56 F - Colomiers
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57 Mexico 20.6827778 -88.586111
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FJ794391 FJ794391_South Korea Jeju € Asia 0 o o 1
FJ794395 FJ794395 rea E Asia 0 0 0 1
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FJ794400 FJ794400_South_Korea_Suwon E Asia 0 0 0 1
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c Europe 0 o o 1
c Europe 0 o o 1
c Europe 0 o o 1
c Europe 0 o o 1
A Europe 0 o o 1
39 Europe 0 o o 1
39 Europe 0 o o 1
Europe 0 o o 1
Europe 0 o o 1
Europe 0 o o 1
Asia 1 1 0 23444897 120.503178
Asia 1 0 1 046Taiwan 23444897 120.503178
Asia 1 o 1 o0 23444897 120503178
Asia 1 1 0 7 Taiwan 23444897 120.503178
Asia 1 1 0 18 Taiwan 23444897 120.503178
Asia 1 1 0 22 Taiwan 23444897 120.503178
33 Asia 0 o o 1
33 Asia 0 o o 1
33 Asia 0 o o 1
33 Asia 0 o o 1
GBMNC1360 GBMNC1360 20 Hermetia_Thailand Asia 0 o o 1
GBMNC1361 i d Asia 0 o o 1
GBMNC1362 Asia 0 o o 1
i i Asia 0 o o 1
23 Asia 0 o o 1
23 Asia 0 o o 1
LR778161 Thailand Asia 0 o o 1
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Name on figure Access number
1 China NC035232

2 United Kingdom  PRJEB37575
3 United States SAMN01999157
4 United states SAMNO1999156
5 Kenya ERS11394303
6kenya ERS11394301
7 Taiwan ERS11394300
Vallée

9 Ghana ERS11394282
Vallée

11F-Angouléme  ERS11394290
12 Ghana ERS11394299
13 Ghana ERS11394283
14 Kenya ERS11394304
15 Kenya ERS11394302
16 F - Avignon ERS11394288
17 Ghana ERS11394281
18 Taiwan ERS11394286
19 Kenya ERS11394285
20 Ghana ERS11394298
21 Ghana ERS11394297
22 Taiwan ERS11394287
23F-laRochelle  ERS11394333
24 F - Paris ERS11394332
25F-laRochelle  ERS11394331
Forez ERS11394329
27F-Lyon ERS11394307
Mont D'Or ERS11394306
29 F - Lormont ERS11394330
30F - Blois ERS11394326
31F - Blois ERS11394328
32F - Blois ERS11394325
cisse ERS11394324
34F - Poitiers ERS11394322
35 F - Poitiers ERS11394321
36 F - Poitiers ERS11394319
37 F - Paris ERS11394317
38 F- La Force ERS11394313
39 F - Lormont ERS11394312
40F - Montpelliers | ERS11394308
41F - Périgueux ERS11394305
42F-Trescleoux  ERS11394291
43F - Poitiers ERS11394320
Baillargeaux ERS11394314
45 F - Lormont ERS11394311
46 Taiwan ERS11394284
47 F - Blois ERS11394327
Marne ERS11394315
49 French Guiana | ERS11394295

50 French Guiana  ERS11394294
51F-laRochelle  ERS11394318

52 F - Dieulefit ERS11394292
53 French Guiana | ERS11394296
54 F - Vincennes ERS11394316
55F-Angouléme  ERS11394289
56 F - Colomiers ERS11394323
57 Mexico ERS11394293
Bayonne ERS11394334
Bayonne ERS11394310
Bayonne ERS11394309
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CO1 gene sequencing protocol. Primers used and Tm.

ADN (10 - 50 ng) 2ul
H20 (gsp 25ul) 12,37 ul
Oligo Forward a 5uM 2,5 ul
Oligo Reverse a 5uM 2,5 ul
NEB 5X standard buffer One Taq 5ul
dNTPs a 10mM each 0,5 ul
NEB OneTaq Hot-Start 5U/pl 0,13 pl
Total 25 ul
Tampon 5X 3,5 ul
Big Dye 1ul
Primer a 5uM 0,6 ul
Produit de PCR purifié la2ul
H20 QSP 20 pl 12,9a13,9 ul
Tableau S2

Sequence (5'to 3'): TTTCAACAAATCATAAAGATATTGG

Type: Primer
Length: 25

%GC: 24.0

Hairpin Tm: 35.4
Self Dimer Tm: None
Tm:52.7

created by: primer3

Sequence (5'to 3'): TAAACTTCTGGGTGTCCGAAGAATCA

Type: Primer
Length: 26

%GC: 42.3

Hairpin Tm: 41.6
Self Dimer Tm: 17.2
Tm:62.1

created by: primer3
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Phylogenetic tree of the CO1 gene.

This tree was made by keeping only one sequence per haplotype except for France.
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The visualization is done using ITOL. An asterisk is placed for individuals from breeding.
The statistical support was estimated with 500 Bootstraps with MegaX software using the Tamura 92 G+ model.
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Annotated mitochondrial genome of Hermetia illucens
The annotation of the genome was carried out using the MITOS tool.

Visualisation was carried out using the Geneious software.
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S05 : Paired blasts of the mitochondrial genomes used in the study (Shorter alignment lengths result
from comparisons with the outgroup sequences that split the alignments in two fragments.)

Le tableau étant de trop grande taille pour apparaitre ici, il peut étre téléchargé en suivant le liens
suivant : https://figshare.com/articles/dataset/Supplementary zip/19589332

Ou en scannant le code :
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Tree scale: 0.01 |

—

ENEe

Phylogeny based on the complete
mitochondrial genome

of Hermetia illucens with

the ATP8 gene sequence removed.

Maximum Likelyhood phylogenetic tree, of 57 mitochondrial DNA
sequences of Hermetia illucens, deprived of D-Loop regions. MAFFT was
used to align the sequences, 500 Bootstrap replicas were performed using
MEGAX software in complete deletion.

The outgroup used is Exaireta spinigera (Stratiomyidae). The value of the
bootstrap is indicated with a number on the node.

58Not BSF - F - Bayonne
60 Not BSF - F - Bayonne
59 Not BSF - F - Bayonne
11 F - Angoulme

14 Kenya

19 Kenya

15 Kenya

1 China

2 United Kingdom

3 United States

4 United States

5 Kenya

6 Kenya

7 Taiwan

16 F - Avignon

18 Taiwan

22 Taiwan

8 F - Beaufort En Valle

9 Ghana

10 F - Beaufort En Valle
12 Ghana

13 Ghana

17 Ghana

21 Ghana

20 Ghana

57 Mexico

56 F - Colomiers

47 F - Blois

54 F - Vincennes

48 F - Nogent Sur Marne
49 French Guiana

53 French Guiana

50 French Guiana

46 Taiwan

51 F - La Rochelle

25 F - La Rochelle

24 F - Paris

55 F - Angoulme

52 F - Dieulet

42 F - Trescleoux

41 F - Prigueux

40 F - Montpelliers

38 F - La Force

34 F - Poitiers

27 F - Lyon

28 F - Champagne au Mont DOr
35 F - Poitiers

44 F - St Georges Les Baillargeaux
43 F - Poitiers

26 F - St Marcellin En Forez
33 F - Valloire Sur Cisse
37 F - Paris

39 F - Lormont

31F - Blois

23 F - La Rochelle

32 F - Blois

36 F - Poitiers

29 F - Lormont

45 F - Lormont 2 3 1

30 F - Blois



Tree scale: 0.01 = =

g

> 0.95 bootstrap

Exaireta spinigera
11 - F - Angouleme
14 - Kenya
19 - Kenya
15 - Kenya

1- Chin:
2- Umted Kingdom*
3-USA

16 - F - Avignon

18 - Taiwan*

22 - Taiwan*

8-F- Beaufort en Vallée*
9 - Ghan

10-F- Beaufort en Vallée*
12 - Ghana*

13 - Ghana*

17 - Ghana*

21 - Ghana*

20 - Ghana*

57 - Mexique

54 - F - Vincennes

48 - F - Nogent Sur Marne
49 - French Guiana

53 - French Guiana

> Mitochondrial DNA phylogenetic tree

Maximum Likelihood phylogenetic tree, of 57 mitochondrial DNA sequences of
Hermetia illucens, deprived of D-Loop regions. MAFFT was used to align the
sequences, 500 Bootstrap replicas were performed using MEGAX software in
complete deletion. The outgroup used is Exaireta spinigera (Stratiomyidae). The
colors of the names correspond to the haplotypes determined with the CO1 gene
sequences (Figure 1). Bootstrap values are indicated by a green circle when they are
above 0.95. Commercial individuals are marked with an asterisk.

Haplotypes

Tree scale: 1 [ - |
(in million years)

50 - French Guiana
46 - Taiwan
51-F - La Rochelle
-la Rochelle
L 24 - F - Pari

55-F- Angouleme
52 - F - Dieulefit
42 - F - Trescleoux
41 - F - Perigueux
40 - F - Montpellier
38 - F - La Force
36 - F - Poitiers
32 - F - Blois
27-F-Llyon
35 - F - Poitiers )
44 - F - St Georges Les Baillargeaux
43 - F - Poitiers
26 - F - St Marcellin En Forez
34 - F - Poitiers
37-F - Paris
39 - F - Lormont
L 31-F - Blois
23 - F - La Rochelle
33 - F - Valloire Sur Cisse
28 - F - Champagne au Mont d’Or
- Lormont
- Lormont
30 F - Blois

Exaireta spinigera

11 - F - Angouleme

15 - Kenya

14 - Kenya

19 - Kenya

10 - F - Beaufort en Vallée*
8 - F - Beaufort en Vallée*

109. 753

74

21 - Ghana*

17 - Ghana*

20 - Ghana*

13 - Ghana*

12 - Ghana*

9 - Ghana*
3-USA

18 - Taiwan*

7 - Taiwan*

5 - Kenya*

1- China*

4 - USA

2 - United Kingdom*
16 - F - Avignon
22 - Taiwan*

6 - Kenya

57-

q

48 - F - Nogent Sur Marne
54 - F - Vincennes

>Mitochondrial DNA time tree

Bayesian time tree obtained with BEAST of 57 mitochondrial genomes of Hermetia
illucens rooted with Exaireta spinigera. The scale is in millions of years. A break in

50 - French Guiana

49 - French Guiana

44 - F - St Georges Les Baillargeaux
43 - F - Poitiers

31-F - Blois

29 - F- Lormont

30 - F - Blois

scale is made at the root level. The colors of the names correspond to the
haplotypes determined with the CO1 sequences (figure 1). Commercial individuals are
marked with an asterisk.

Ma 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

|53 - French Guiana

45 - F - Lormont

37 - F - Paris

34 - F - Poitiers

|24 - F - Paris

52 - F - Dieulefit

33 - F - Valloire Sur Cisse
35 - F - Poitiers

40 - F - Montpellier

39 - F- Lormont

26 - F - St Marcellin En Forez
27-F - Lyon

46 - Taiwan

28 - F - Champagne au Mont d’Or
55 - F - Angouleme
38 - F - La Force

36 - F - Poitiers

42 - F - Trescleoux
32 - F - Blois

51-F - La Rochelle
25 - F - La Rochelle
23 - F - La Rochelle
41 - F - Perigueux
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62
63

Created on Mon Jan 24 12:28:18 2022

# -*- coding: utf-8 -*- Code Python de tri des

données DnaPipeTE

Qauthor: HP

import os #permet de changer de path

import pandas as pd #la librairie panda pour l'analyse de datas
os.chdir(r"C:\Users\HP\Documents\These\DATAS\dnaPipe test reads")
#on change pour étre dans le bon dossier

path=os.getcwd ()

#on definit la variable path pour y revenir

#on crée une liste de dataframe qui s'ajouteront au fur et a mesure dedans

for folder in os.listdir('./'): #on parcours tous les éléments du dossier
if os.path.isdir(folder): #s'il s'agit bien d'un dossier alors

os.chdir("%s/%s" %(path, folder)) #on se déplace dans ce dossier
print(os.getcwd()) #on print le path pour étre str

#noms des colonnes

colname = ['counts reads', 'aligned bases', 'dnaPipe contig name', 'RM hit
lenght', 'RM annotation', 'RM classification', 'hit lenght / dnaPipeTE contig
length']

#je charge le csv
df = pd.read csv('reads per component and annotation', delim whitespace=True,
header = None, names=colname)

#je vais drop les lignes gqui ne m'interesse pas
df = df.drop(['counts reads', 'dnaPipe contig name', 'RM hit lenght', 'hit
lenght / dnaPipeTE contig length', 'RM classification'], axis=1)

#on drop le lignes qui contiennent des NaN
df = df.dropna (axis=0)

#je renomme la conne aligned bases
df = df.rename(columns={"aligned bases": "aligned bases %s" %(folder)})
df = df.rename(columns={"RM annotation": "RM annotation"})

#on garde les lignes dont le nombre de bases aligné es est >= 1500
exec('df = df[df.aligned bases %s >= 1500]"' %(folder))

#on regroupe ceux dont le noms en RM annotation est identique en sommant les
aligned bases

df = df.groupby('RM annotation')['aligned bases %s' %(folder)].sum()
exec('df s = df' %(folder))

exec('li.append(df %s)' %(folder))

#retour au path
os.chdir (path)

#on concaténe intelligemment tous les dataframes produits
frame = pd.concat(li, axis=1l)

#on remplace les NaN par des O

frame.fillna(0)

frame.to csv('all Reads.csv', index=True) #on enregistre le résultat
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13
14
15
16
17

18
19
20
21

22
23

24
25
26
27
28
29
30

31
32

33
34
35
36
37
38
39

40
41

42

43

44

45

46
47

48

49
50

51

52

53

library(reshape?2)
library(ggplot?2)
library(hrbrthemes)
library (pheatmap)
library(RColorBrewer)
library(viridis)
library(dplyr)
library(ComplexHeatmap)

Code R pour
des famille

setwd ("C:/Users/HP/Documents/Theése/DATAS/dnaPipe/")
data <- read.csv("DNA all reads clean with accession number and annotation.csv",header

= TRUE, row.names=]l,

mw.mn
’ 4

sep =

stringsAsFactors=FALSE)

la représentation
de TE

#on transforme les donnée en matrice en les rangeant par la classification de TE

mat data <- as.matrix(data)

colnames (mat data) [colnames (mat data)
Angouleme'

colnames (mat data) [colnames (mat data)
colnames (mat data) [colnames (mat data)
colnames (mat data) [colnames (mat data)
colnames (mat _data) [colnames (mat data)
Kingdom'

colnames (mat data) [colnames (mat data)
colnames (mat data) [colnames (mat data)
USA'

colnames (mat data) [colnames (mat data)
colnames (mat data) [colnames (mat data)
colnames (mat _data) [colnames (mat data)
colnames (mat data) [colnames (mat data)
colnames (mat data) [colnames (mat data)
colnames (mat data) [colnames (mat data)
colnames (mat data) [colnames (mat data)
Beaufort en Vallée'

colnames (mat data) [colnames (mat data)
colnames (mat data) [colnames(mat data)
Beaufort en Vallée'

colnames (mat _data) [colnames (mat data)
colnames (mat data) [colnames (mat data)
colnames (mat data) [colnames (mat data)
colnames (mat data) [colnames (mat data)
colnames (mat data) [colnames (mat data)
colnames (mat data) [colnames (mat data)
colnames (mat data) [colnames (mat data)
Colomiers'

colnames (mat _data) [colnames (mat data)
colnames (mat data) [colnames (mat data)
Vincennes'

colnames (mat data) [colnames (mat data)
Sur Marne'

colnames (mat data) [colnames (mat data)
Guiana'

colnames (mat _data) [colnames (mat data)
Guiana'

colnames (mat data) [colnames (mat data)
Guiana'

colnames (mat data) [colnames (mat data)
colnames (mat _data) [colnames (mat data)
Rochelle '

colnames (mat data) [colnames (mat data)
Rochelle'

colnames (mat _data) [colnames (mat data)
colnames (mat data) [colnames (mat data)
Angouleme'

colnames (mat data) [colnames (mat data)
Dieulefit’

colnames (mat data) [colnames (mat data)
Trescleoux'

colnames (mat data) [colnames (mat data)
Perigueux'

'aligned bases al2'] <-

'aligned bases a28'] <-
'aligned bases a7']l <-
'aligned bases_a26'] <-

'aligned bases Uk Camb'] <-

'aligned bases Berkley male'] <-
'aligned bases Berkley Female'] <-

'aligned bases a27']
'aligned bases a25']
'aligned bases a22']
'aligned bases al0'] <-
'aligned bases a8'] <-
'aligned bases a9']l <-

'aligned bases ADF04'] <-

'aligned bases a2'] <-

'aligned bases AOM17'] <-

'aligned bases a2l'] <-
'aligned bases a3'] <-
'aligned bases al']l <-
'aligned bases al9']
'aligned bases a20']
'aligned bases al5']
'aligned bases a48']

'aligned bases ab52']
'aligned bases a40']

'aligned bases a39']
'aligned bases al7']
'aligned bases al8']
'aligned bases al6']

'aligned bases ad4']l <-
'aligned bases a43']

'aligned bases a56']

'aligned bases a57']
'aligned bases all']

'aligned bases al4']
'aligned bases al3']

'aligned bases a29']

'01 11 - F -

'02 14 - Kenya'
'03 19 - Kenya'
'04 15 - Kenya'
'06 2 - United

'07 3 - USA'
'08 4 -

'09 5 - Kenya'

'10 6 - Kenya'
'11 7 - Taiwan'
'12 16 - F - AVignon'
'13 18 - Taiwan'
'14 22 - Taiwan'
'158 - F -
'16 9 - Ghana'
'17 10 - F -
'18 12 - Ghana'
'19 13 - Ghana'
'20 17 - Ghana'
'21 21 - Ghana'
'22 20 - Ghana'
'23 57 - Mexico'
'24 56 - F -
'25 47 - F - Blois'
'26 54 - F -
'27 48 - F - Nogent
'28 49 - French
'29 53 - French
'30 50 - French
'31 46 - Taiwan'
'32 51 - F - La
'33 25 - F - La
'34 24 - F - Paris'
'35 55 - F -
'36 52 - F -
'37 42 - F -
'38 41 - F -
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54

55

56

57
58
59
60

6l

62

63

64
65
66
67

68

69

70
71
72
73

74

75

76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92

93
94
95
96

97
98

99

100
101
102
103
104
105

106

colnames (mat data) [colnames(mat data) == 'aligned bases a32'] <- '39 40 - I -
Montpellier'

colnames (mat data) [colnames (mat data) == 'aligned bases a37'] <- "40 38 - F - La
Force'

colnames (mat data) [colnames(mat data) == 'aligned bases a44'] <- '"41 36 - [ -
Poitiers'

colnames (mat_data) [colnames (mat data) == 'aligned bases a50'] <- "42 32 - F -Blois'
colnames (mat data) [colnames (mat data) == 'aligned bases a31'] <- "'"43 27 - F - Lyons'
colnames (mat data) [colnames(mat data) == 'aligned bases a46'] <- "44 35 - [ -Poitiers'
colnames (mat data) [colnames (mat data) == 'aligned bases a38'] <- "45 44 - F - St
Georges Les Baillargeaux'

colnames (mat data) [colnames(mat data) == 'aligned bases a45'] <= "46 43 - F -
Poitiers'

colnames (mat data) [colnames (mat data) == 'aligned bases ab4'] <- "47 26 - F - St
Marcellin en Forez'

colnames (mat data) [colnames(mat data) == 'aligned bases a47'] <- "48 34 - [ -
Poitiers'

colnames (mat data) [colnames (mat data) == 'aligned bases a4l'] <- "49 37 - F - Paris'
colnames (mat data) [colnames (mat data) == 'aligned bases a36'] <- '50 39 - F - Lormont'
colnames (mat data) [colnames(mat data) == 'aligned bases a53'] <- '51 31 - F - Blois'
colnames (mat data) [colnames(mat data) == 'aligned bases ab58'] <- '52 23 - F - La
Rochelle'

colnames (mat _data) [colnames (mat data) == 'aligned bases a49"'] <- '53 33 - F -
Valloire Sur Cisse'

colnames (mat data) [colnames(mat data) == 'aligned bases a30'] <- '54 28 - [ -
Champagne Au Mont D Or'

colnames (mat data) [colnames (mat data) == 'aligned bases ab5"'] <- '55 29 - F - Lormont'
colnames (mat data) [colnames(mat data) == 'aligned bases a35'] <- '56 45 - F - Lormont'
colnames (mat data) [colnames(mat data) == 'aligned bases ab5l'] <= '57 30 - F - Blois'
colnames (mat_data) [colnames (mat data) == 'aligned bases a33'] <- '00 Exaireta
spinigera 1'

colnames (mat data) [colnames (mat data) == 'aligned bases ab59'] <- '00 Exaireta
spinigera 2'

colnames (mat_data) [colnames (mat data) == 'aligned bases a34'] <- '00 Exaireta

spinigera 3'

#trier dans 1'ordre
mat data <- mat datal,order(colnames(mat_data))]

mat data inv <- t(mat data)
mat data inv <- mat data inv[,order(colnames(mat data inv))]

makeColorRampPalette <- function(colors, cutoff.fraction, num.colors.in.palette)

{

stopifnot(length(colors) == 3)
rampl <- colorRampPalette(colors[1]) (num.colors.in.palette * cutoff.fraction)
ramp?2 <- colorRampPalette(colors[2:3]) (num.colors.in.palette * (1 - cutoff.fraction

))

return (c (rampl, ramp?2))

}

#on donne le cutoff le 0.001 et nombre de couleur 5000 ici pour mettre le 0 en blanc
=)
cutoff.distance <- 0.01
cols <- makeColorRampPalette(c("white"™, # distances 0 to cutoff.distance colored from
white to red
"green", "red"), # distances 3 to max(distmat) colored
from green to red
cutoff.distance / max(mat data inv),
1000)

annotation row = data.frame (
Haplotypes = factor(rep(c("0OOutgroup", "1C'", "2D'", "3J", "4G", "S5F", "eH", "TA"), c(
3, 21, 1, 1, 1, 2, 3, 27)))
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107 rownames (annotation row) <- colnames(mat data)

108

109

110

111 annotation col = data.frame (

112 TE = factor(rep(c("Academ", "CMC" , "Crypton", "Dada", "Ginger", "hAT", "IS3EU",
"Kolobox", "Maverick","Merlin","MULE","P","PIF","PiggyBac","Sola","TcMar","Zisupton"
,"ZUndefined"), c(2,22,2,3,1,30,2,4,1,3,3,1,4,3,1,103,1,9)))

113 )

114 rownames (annotation col) <- colnames(mat data inv)

115

116

117

118 pheatmap (

119 mat = mat data inv,

120 display numbers = F,

121 cluster rows = F,

122 cluster cols = F,

123 color = cols,

124 annotation row = annotation row,

125 annotation col = annotation col,

126 row_split = annotation row$Haplotypes,

127 column_split = annotation col$TE,

128 row gap = unit(3, "mm"),

129 column gap = unit(3, "mm"),

130 border = TRUE,

131 )

132

236



Annexe 4.01 Profile GenomeScope en utilisant des kmer de taille 21 des génomes des souches
Ghanéenne et Montpelliéraine.

Ghana (haplotype C) :

Coverage Frequency

2e+08

6e+08

4e+08

De+00

GenomeScope Profile

1en:935,774,801 bp unig:65.9%

2a:97.2% ab:2.82%

keov:9.93 err:0.613% dup:0.904 k:21p:2

T

— abserved

— full mode!
unique sequence

— errors

—— kmer-peaks

20 30

Coverage

Montpelliers (haplotype A) :

Coverage*Frequency

2e+08

6e+08

4e+08

0e+00

40 50

GenomeScope Profile

len:878,478,525bp uniq:62.6%

83:97% ab:3.04%

keov:7.26 err:0.76% dup:0.656 k:21p:2

= ohserved

— full medel
unigue sequence

—errors

——  kmer-peaks

10

Coverage*Frequency
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1e+04
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GenomeScope Profile

1en:935,774,801bp unig:65.9%
aa:97.2% ab:2.82%
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—— full mocel
/ unigue sequence
/ = errorg
/ — = kmer-peaks
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Coverage
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Annexe 4.02 Echantillonnage en France

Durant I'été 2020, a I'aide du réseau compost citoyen, nous avons réalisé un échantillonnage de BSF
sur le territoire de la France métropolitaine.

Nous avons prospecté dans 25 zones différentes et récupéré des animaux provenant de 18 zones.
L'une d’entre elle, a Bayonne, contenait des larves qui n’étaient pas des mouches soldat noires mais
la mouche soldat bleue, Exaireta spinigera.

La carte ci-apres indique les zones de prospections. Les points noirs sont celles ot I'on a retrouvé des
BSF, les points bleus sont ceux ol aucune mouche n’a été trouvée et le point violet est celui ou il y
avait des mouches soldat bleues.
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Abstract

BSF.

Background: The Black Soldier Fly (BSF) Hermetia illucens is a cosmopolitan fly massively used by industrial compa-
nies to reduce biowaste and produce protein and fat for poultry and aquaculture feed. However, the natural history
and the genetic diversity of the BSF are poorly known. Here, we present a comprehensive phylogeny and time tree

based on a large dataset of complete mitochondrial genomes better to understand the evolution and timing of the

Results: In this study, we analyzed 677 CO1 sequences derived from samples found all over the five continents,
leading us to discover 52 haplotypes, including ten major haplotypes. This worldwide cryptic genetic and genomic
diversity is mirrored at a local scale in France, in which we found five major haplotypes sometimes in sympatry.
Phylogenetic analyses of 60 complete mitochondrial genomes robustly resolved the phylogeny of the major BSF
haplotypes. We estimate the separation events of the different haplotypes at more than 2 million years for the oldest
branches characterizing the ancestral split between present North American lineages and the other highly diverse
south-central American clades, possibly the following radiation beyond the isthmus of Panama northwards. Our data
confirm that this North American lineage ultimately gave birth to almost all commercial BSF stocks that participated
in the worldwide BSF dissemination through farm escapements.

Conclusions: Our data resolve the phylogenetic relationships between the major lineages and give insights into the
BSF's short and long-term evolution. Our results indicate that commercial BSF stock’s genetic and genomic diversity is
very low. These results call for a better understanding of the genomic diversity of the BSF to unravel possible specific
adaptations of the different lineages for industrial needs and to initiate the selection process.

Keywords: Hermetia illucens, Phylogeny, Mitochondrial genome, Phylogeography

Background

The black soldier fly (BSF) Hermetia illucens (Linnaeus,
1758) is a Diptera of the Stratiomyidae family. The native
area of the BSF is considered to be Central America and
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the northern part of South America, then spread to the
entire continent over the last thousands of years [1, 2].
These geographical areas are now considered their natu-
ral area [1, 3]. The BSF is now a cosmopolitan fly found
in tropical, subtropical, and tempered regions, from the
40th parallel north to the 45th parallel south [3, 4] where
it is considered an exotic, non-invasive species, accord-
ing to the current regulations [5-7]. This fly likely spread
through shipping routes [8]. While studies based on nat-
uralistic observations show that it was first discovered in
Malta in 1926 [9], it has been suggested that the earliest

©The Author(s) 2022. Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License, which
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licence, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http://creativeco
mmons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated in a credit line to the data.
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record in Europe was in Italy about 500 years ago [10].
The BSF appeared in the early 1950s in the South-East
of France [11] before spreading through the South-West
[12] along the Rhone valley [13] and finally along the
Atlantic coast [14]. Currently, the BSF can be found on
the whole European territory, with few exceptions. It is
reasonable to assume that the rise of international traffic
and the industrial use of the BSF may have led to a steady
flow of introductions in France and worldwide [15, 16].

The BSF was initially used in forensic entomology to
date the post-mortem time [17]. Industrial companies
heavily use it to reduce biowastes [18, 19], to produce
protein [19-21], and fat [19, 20, 22]. These products are
used to make animal feed [23] or biodiesel [24, 25].

BSF industries face similar issues as other sectors:
knowing how to manage their species and genetic
aspects to get the best out of it. To this end, it is crucial
to know the genetic diversity of BSF existing internation-
ally, nationally, and locally. Many articles exist about the
nutritional aspect of the BSF [22, 26—29] or its microbi-
ota [30-32], but few have focused on the genetic diver-
sity of the BSF. We have some evidence of BSF genetic
diversity from previous studies. Ten haplotypes based on
the CO1 gene were found in South Korea with 245 indi-
viduals [33]. Still, on the CO1 gene and a worldwide sam-
pling, 56 haplotypes were found with a divergence rate up
to 4.9%, and it has been shown that individuals belong-
ing to divergent lineages are still interfertile [34]. Finally,
based on 15 microsatellite markers, 16 genetic clusters
were found with hot spots in South America [2]. Other
works focused on more fundamental aspects of BSF and
assembled a reference mitochondrial genome and a chro-
mosomal-scale nuclear genome [35-37].

Within the framework of the BSF industry, phyloge-
ography can allow on the one side to account for genetic
diversity at different scales (global, national, and local)
and, on the other side, to have keys to the geographi-
cal origin of the species present in a territory or used by
companies. This study may suggest local adaptations or
some phenotypic plasticity due to habituation to different
biomes.

Table 1 Origin of CO1 sequences and mitochondrial genomes
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Our study quantified genetic diversity at different
scales: at the global level by studying the variation within
the COL1 gene and more locally at the French level. Our
report is based on data obtained by sequencing 114
new individuals for the CO1 gene focusing specifically
on France (90 French individuals were analyzed) and
extracting 563 CO1 sequences from databases. We con-
firm the hidden genetic diversity within Hermetia illu-
cens at all scales of observation, allowing us to find nine
different haplotypes. We sequenced and assembled 56
mitochondrial genomes from four different continents
and 40 different locations. In addition, we collected
sequencing data from databases allowing us to assemble
three additional mitochondrial genomes. We also col-
lected a mitochondrial genome already assembled from
databases, resulting in 60 mitochondrial genomes. These
data allowed us to resolve the phylogenetic relationships
between the major haplotypes robustly. In addition, we
also provide here the date of the separation events of
the different haplotypes found. This separation turns out
to be more than 2 million years old for the most distant
haplotypes.

Materials and methods

Sampling

We decided to conduct a global sampling followed by a
specific focus on France. A detailed table of samples and
associated metadata is provided in (Additional file 1:
Table S1). The origin of all CO1 sequences used in our
study is summarised in Table 1, and a summary of sample
numbers by continent is provided in Table 2.

Regarding the samples, one adult individual was found
in Mexico in the wild in 2016. Individuals coming from
Asia (Taiwan), Africa (Ghana and Kenya), and South
America (French Guiana) were collected during the
spring and summer of 2019. They come either from the
wild or breeding farms (see Additional file 1). In France,
the collection of BSF was done with the help of the citi-
zen compost network [38] during the summer of 2020.
We recovered mainly L5 larvae exclusively from shared
and personal composts and some nearby adults. Between

Origin Number of individuals (CO1 sequences) Number of
individuals
(mitochondrial
genome)

Collection from the wild 91 43

Commercial origin 23 13

Mined from databases (GenBank and BOLD) 560 1

Assembled from SRA (raw sequences) 3 3

Total 677 60
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Table 2 Geographic origin of CO1 sequences and mitochondrial

genomes

Geographicorigin  Number of Number of
individuals individuals (mitochondrial
(CO1 sequences) genome)

South America 55 4

North America 43 2

Asia 277 4

Oceania 106 0

Africa 78 11

Europe (including 118 (90) 39 (38)

France)

Total 677 60

one and ten individuals were collected per area. In some
French localities, collections in the wild have been made
near BSF breeding areas (about 5 km). We obtained lar-
vae in the areas of Blois, Bordeaux, Toulouse, Montpel-
lier, Lyon, Paris. All these samples were stored in 100%
ethanol at — 20 °C prior to DNA extraction.

In the NCBI Sequence Read Archive (SRA), we gath-
ered all the CO1 sequences on NCBI and Bold and
whole-genome sequencing data and reconstructed the
mitochondrial genome. We were surprised in the Bay-
onne area to have BSF-like larvae, which turned out to be
Exaireta spinigera larvae. These larvae were analyzed in
the same way as the BSE.

DNA extraction

We extracted DNA from larvae, pupae, and imago under
the same conditions by grinding individuals in liquid
nitrogen using a mortar and pestle. The ground samples
were then processed according to the protocol of the
Macherey—Nagel AXG 100 [39] kit for the isolation of
genomic DNA from tissue with some modification: we
added a second purification step with 3.5 ml of freshly
prepared ethanol and centrifugation at 15,000 rpm at
4 °C for 15 min just before the final re-suspension. The
DNA pellet was finally re-suspended in 100 pl of Tris
10 mM EDTA 1 mM pH 8.0. The purity was evaluated by
spectrophotometry using a Nanodrop [40], and the con-
centration was quantified using the Qubit kit DNA Broad
range [41]. DNA integrity was monitored using routine
agarose gel electrophoresis.

CO1 sequencing

We designed specific CO1 primers from the reference
mitochondrial DNA [35] (Additional file 2: Table S2),
then a mix was realized using NEB 5x standard buffer
One Taq. The mix is then amplified in ONETAQ HOT
45 PCR. We purified the PCR products using the Illustra
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Exostar 1-step GE Healthcare kit before Sanger cycle
sequencing. Cycle sequencing reactions were performed
using the BigDye 3.1 chemistry, purified by precipitation,
and sequenced using an ABI 3130 sequencer (Applied
Biosystems). Base-calling was performed using the
sequencing analysis software version 5.3 (Applied Biosys-
tems). We assembled forward and reverse reads using the
Geneious V R11 [42] assembler with the sensitivity set at
medium/fast. The regions containing the primers were
excised, and we kept only the sequences having more
than 75% of high-quality base calls.

Multiple sequence alignment and haplotype network
reconstruction

We aligned CO1 sequences obtained in the labora-
tory and those recovered from the databases using
the MAFFT [43] aligner included as a plug-in in the
Geneious software [42]. We used the algorithm G-INS-
i with a scoring matrix of 200 PAM/k=2, a gap open
penalty at 1.53, and an offset value at 0.123. We exported
the multiple sequence alignment in nexus format [44]
for haplotype network reconstruction and visualization
using POPART [45]. We modified the output file to add
geographical origins to the sequences.

Shotgun sequencing and mitochondrial DNA assembly

A total of 56 BSF individuals were used for whole-
genome shotgun sequencing using an Illumina method
by Novogene UK [46—50]. The technique used is pair-
end with a medium coverage rate of 4.68x (SD 0.50).
The resulting sequences were checked for quality and
counted for read parity. We take advantage of the fact
that mtDNA is highly repeated in insect DNA. In insects,
mtDNA represents on average 0.42% of the total DNA
in the genome sequence project [51]. As stipulated,
we used 5000 kb of data/sample (4—5x coverage) for
the mitochondrial assembly, which on average con-
tains (5000%0.42)/100=21,000 kb of mtDNA. As the
mitochondrial genome is about 15 kb, we obtain cover-
age of 1400x for the mitochondrial genome, which is
mainly sufficient to obtain a complete genome in one
contig. The sequences were assembled de novo with the
MEGAMit software [52] (based options); the mitochon-
drial genomes were thus recovered from the assemblies
by blast [53] using the reference BSF mitochondrial
genome sequence (NC_035232). The mitochondrial
DNAs were annotated using Mitos online software [54],
and the D-Loop zone was removed. We added four com-
plete mitochondrial sequences from databases or recon-
structed them via reading sequences available on the SRA
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[55] using the same assembly procedure and then aligned
them under the same conditions.

CO1 and whole mitochondrial genome phylogeny

We use the MEGAX [56] software to determine the best
model and compute an ML Tree with 500 Bootstraps
using a complete deletion parameter. We visualized the
data with the online tool ITOL [57], and we rooted the
tree with the Stratiomyidae Exaireta spinigera. We chose
Exaireta spinigera because it was the closest species for
which we have a complete mitochondrial genome (the
blastn result of the complete mitochondrial genome of
Hermetia illucens vs. Exaireta spinigera gives us 81.28%
of similarity). To simplify the interpretation of the phy-
logeny, we have kept only a single identical sequence per
haplotype.

Time tree

We used the BEAST software [58] to estimate the diver-
gence time of the different BSF groups. The analysis
was performed with an expansion growth model and an
uncorrelated lognormal relaxed clock with the proposed
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insect molecular clock. Ten million iterations were
performed, and then with the TreeAnotator [59], the
obtained trees were clustered with a burn-in of 25% of
the trees. The visualization of the final tree was done with
the online software ITOL [57].

Results

Haplotype network

We reconstructed a haplotype network from the analy-
sis of 677 sequences spanning 658 nucleotides of the
CO1 mitochondrial gene. Using the minimum spanning
method [60], 52 distinct haplotypes were delineated from
the analysis of this CO1 fragment. These different haplo-
types group up to 230 sequences (Fig. 1).

There are 31 haplotypes containing only one sequence
and 11 haplotypes with between 2 and 4 sequences from
the same continent. We have named these 42 haplotypes
“minor haplotypes” We observed ten haplotypes between
five and 230 sequences, including six multi-continental
haplotypes that we will refer to as major haplotypes. We
found an important diversity both within and between
continents using the CO1 phylogenetic mitochondrial
gene. Minor haplotypes represent 8.5% of all sequences

J0 samples
@ Europe N = 118
1sample .
Asia N =277
Australia N = 106
South America N = 55
AfricaN =78

North America N = 43 o

000000

O34

[a)

38

) d
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Fig. 1 CO1 haplotype network of Hermetia illucens. The haplotype network generated by PopArt after multiple alignments are based on the CO1
gene of Hermetia illucens. Analysis of the differences between the CO1 gene sequences of 677 individuals (we did not separate commercial and
wild individuals). The pie charts represent the same haplotype, and their relative size indicates the number of individuals sharing this haplotype.
The number of bars between each segment indicates the differences between the two sequences. Within a pie chart, the colours represent

the geographical origin of the individuals. The major haplotypes include more than five sequences (A, B, C, E, F, G, H, 30, 38 & 41). We grouped
individuals by continent, separating North America from Central and South America. The list of sequences and their exact origin is available as an
Additional file 1
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(58 sequences) and 80.8% of haplotypes. Major haplo-
types represent 91.5% of the sequences (619 sequences)
and 19.2% of the haplotypes.

In Europe, we found ten distinct haplotypes from 118
sequences, nine for Asia from 277 sequences, five for
Oceania from 106 sequences, 30 for South America from
55 sequences, four in Africa from 78 sequences, and
seven in North America from 43 sequences. Some major
haplotypes are represented in a more restricted area.
For example, haplotype B is mainly in Asia (Fig. 1). We
observed a high haplotype diversity in South America
with 28 minor haplotypes that contain between one and
four sequences. The haplotype C (we choose C for “com-
mercial”) contains all the sequences derived from farmed
strains of the industry working on BSFE.
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Global distribution analysis
We visualized the actual distribution of the different hap-
lotypes found previously on a distribution map (Fig. 2).

Each haplotype from A to J is now represented with a
color (Fig. 2); haplotypes numbered in the haplotype net-
work (Fig. 1) are now represented in grey.

We observed great variability in South America, high-
lighted on the map by the grey pie charts represent-
ing mostly minor haplotypes. We observe 22 singletons
in South America out of the 52 haplotypes found, more
than 40% of the total diversity. On the other hand, we
found six out of ten major haplotypes in Europe.

Haplotype A and C were the most represented hap-
lotypes in our sampling: Haplotype A was present on
all continents and represented 34% of all sequences,
and haplotype C was only absent from South America
and represented 18% of all sequences. Some haplotypes
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Fig. 2 World CO1 haplotype distribution. Global distribution of the different Hermetia illucens haplotypes based on the CO1 gene. The pie charts
represent the proportion of each haplotype within a country. The country’s name is followed by the number of individuals analysed. A coloured
band representing the continents is next to each pie chart. The colours represent the haplotypes determined in Fig. 1. The haplotypes represented
with grey colours, indicated with the letter U, are represented with a number (1-42) in Fig. 1. Separation is made in the pie chart when the
haplotypes change for the same country. For example, Venezuela contains three unique haplotypes, meaning that these three individuals are
different. A summary table can be found in Additional file 1
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seemed to be restricted to some world areas, such as hap-
lotype G, which was present in all the localities in West
Africa and surprisingly in a Portuguese sample, or the
haplotype H in South America. Haplotype F was pre-
sent in Europe, Uganda, and South Korea. Haplotype E
was more present in Asia, Oceania, and North America.
Finally, some haplotypes such as B, I, and ] present rare
sequences found in more restricted areas such as B in
Korea or H and ] in France (Fig. 2).
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CO1 phylogeny

During our COl gene analyses, some BSF-like lar-
vae were identified as Exaireta spinigera larvae. The
sequences were amplified and sequenced with the same
primers as for BSF.

By taking only one sequence for each haplotype,
we have reconstructed a phylogeny of the CO1 gene
sequence. The CO1 phylogeny was rooted with the
Exaireta spinigera (Fig. 3). A sample from Cameroon
was revealed to belong to a closely unidentified species
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Fig. 3 CO1-based phylogenetic tree. ML phylogenetic tree. Rooted phylogeny with Exaireta spinigera (Stratiomyidae). Bootstrap values are indicated
with coloured circles: green for values >0.85 and red for values between 0.7 and 0.85. We only kept one sequence per haplotype to visualise the
relationship between them. Next to each haplotype, coloured circles represent the geographical origin of the species present in this haplotype. The
order indicates the relative abundance of the individuals in each haplotype. The statistical support was estimated with 500 Bootstraps with MegaX
software using the Tamura 92 G+I model
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of BSF and was termed Hermetia sp. Cameroon in our
subsequent analysis (Blastn score between Hermetia sp.
from Cameroon and BSF gives us 85.01% identity with
an E Value of 2e—174).

The CO1 gene phylogeny supports the analyses per-
formed with the haplotype network (Fig. 1), showing
remarkable sequence diversity among the CO1 gene.
Interestingly, all the commercial strains are found in the
C haplotype (a detailed phylogenetic tree is given as a
supplementary with an asterisk placed on individuals
from farms (Additional file 3: Fig. S3).

A group containing haplotypes 35 to 42 and haplotypes
B and C forms a divergent group from the others, with
strong statistical support (bootstrap value of 0.99). Some
individuals captured in the wild have been found near
BSF commercial breeding sites. For example, we have
captured C haplotype individuals in Avignon close by
companies working with the BSE.

Although the global resolution of the deep branches
of the tree is low, it is also possible to better understand
the relationship between the haplotypes: haplotypes B
and C are close to each other and well separated from
other haplotypes. The other haplotypes are not very well
resolved with the CO1 sequences. Finally, the samples
coming from Latin America are scattered all over the
tree, showing their great diversity and supporting the
hypothesis of the geographical origin of the BSE.

France displays vast BSF genetic diversity at local scales
Among the ten major haplotypes, our sampling effort
in France showed that five are present in France, and a
unique haplotype is only found in France (Fig. 4) in La
Rochelle. Haplotype A remains the dominant haplotype
in France (71.1% of all sequences) in seven of the eight
localities (excluding Beaufort en Vallée, where the flies
come from a company). Regarding the haplotype C, BSF
belonging to this group have been found in four locations
in the regions of Poitiers, Bordeaux, Beaufort-En-Vallée
and Montpellier. Except for Beaufort-En-Vallée, where
the flies come from a company, the other BSF come from
natural environments. BSF industries exist in all these
localities. More surprisingly, different haplotypes coexist
in some localities. For example, we found three different
haplotypes in the region of Paris and four in the region
of Montpellier. Finally, we found a singular haplotype in
Colomiers (J) and La Rochelle (1).

Complete mitochondrial genome analyses

To better understand BSF phylogeny and estimate the
timing of haplotype divergence, we analyzed the mito-
chondrial genomes of 60 individuals (56 that have been
sequenced and assembled, three from which sequences
have been recovered and assembled and one recovered),
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including 3 Exaireta spinigera genomes (used as an out-
group). The 60 reconstructed mitochondrial genomes
have the typical structure of insect mtDNA: 13 protein-
coding genes, 22 tRNA, two rRNA-coding genes, and
non-coding regions and control regions (an example is
given as a Additional file 4: Fig. S4). The genetic differ-
ences are homogeneously distributed overall mtDNA
and are not localized on specific genes (Fig. 5A). A great
genetic diversity at the mitochondrial genome level is
observed. Two very homogeneous groups, A and C, are
well represented, and sequences of the C haplotype dis-
play many mutations all along the genomes from the
others. The two sequences with the most differences are
55-F-Angouleme and 21-Ghana, with a similarity per-
centage of 96.373% (all results are in Additional file 5.
Shorter alignment lengths result from comparisons with
the outgroup sequences that split the alignments into
two fragments.) The mitochondrial genomes of the three
Exaireta spinigera were extremely close to each other
(100% by BLAST—Additional file 5), so we kept only one
to serve as an outgroup.

We also wanted to know if the mutations are equally
(or not) distributed between the different genes. There-
fore, we compared the similarity of the 13 mitochon-
drial genes of the 57 BSFs (Fig. 5B) to those of Exaireta
spinigera. The results are presented as percent sequence
similarity.

We grouped the individuals into three different
categories:

Haplotype A (Fig. 5B1) represents the percentages of
differences of the 27 individuals of haplotype A com-
pared with Exaireta spinigera. All individuals show the
same level of gene difference as those of Exaireta spinig-
era. Only the NAD6 gene presents slight differences.

Haplotype C (Fig. 5B2) represents the percentages of
differences of the 22 individuals of haplotype C compared
to Exaireta spinigera. It shows that most of the mito-
chondrial genes are identical except for the ATP8 gene,
which is different for four individuals (11 Angouleme; 14
Kenya; 19 Kenya, and 15 Kenya). Slight differences are
also present in the NAD3 and NAD6 genes.

Haplotype D-F-G-H-I (Fig. 5B3) represents the per-
centages of differences of the eight other individuals of
haplotype C compared with Exaireta spinigera. The pro-
files are slightly different, with a more substantial dispar-
ity for the ATP8, NADI, and NAD5 genes, especially the
Mexican one (57). The profiles show the same pattern
except for the ATP8 gene of the individual from Mexico
(57), which is more conserved.

Complete mitochondrial genome phylogeny
The complete mitochondrial genome phylogeny dem-
onstrates the very high genetic divergence among BSF
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Fig. 4 France CO1 haplotype distribution. Distribution of the different haplotypes of Hermetia illucens in France. The dots represent the specific
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populations found with the CO1 gene analysis (Addi-
tional file 7: Fig. S7). The increased sensitivity of the anal-
ysis, due to the size of the sequences (13.96 kb, 13 genes),
robustly resolves the relationships between different hap-
lotypes identified previously (nodes >95%). In addition, it
allows us to distinguish subgroups within the previously
determined haplotypes. Two major divisions emerge
within the tree: group C (which includes all commercial

strains) and others. Two subgroups emerge within the
C group (11—F—Angouleme; 14 Kenya; 19 Kenya; 15
Kenya and the others).

The other large group contains sequences of A, D, I, G,
and H haplotypes. The I G and H haplotypes are related
and close to each other. The very cosmopolitan A hap-
lotype is well conserved with limited mitochondrial
sequence divergences.
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Moreover, although phylogenetically close, the I, G,
and H haplotypes are found in very disparate areas (the
G haplotype is mainly in Africa, the I in Europe, and the
H in Latin America), supporting multiple worldwide
introductions.

Strikingly the high level of the conservation of the
ATP8 sequence described above in the Mexican sample
(haplotype D) does not explain the basal position of the
sequence in the phylogeny; indeed, we tested the phy-
logeny by removing the ATP8 gene, and no change was
found (Additional file 6: Fig. S6).

The ATP8 gene alone is not sufficient to explain the
appearance of the observed subgroups. However, unlike
the CO1 gene, which varies only slightly within this hap-
lotype, the NAD2, NAD3, NAD5, and NAD6 genes are
more variable.

The average percentage of identity between haplotypes
A and C is about 96.39%. Between haplotypes C and D,
96.54%. Between haplotype C and H, 96.40% and 96.43%
between C and I. Between A and D, 97.82% (all results are
in Additional file 5: Fig. S5).

The divergence time of the different groups

The time tree (Fig. 6) gives us information about the
divergence time of the different mitochondrial genomes.
The phylogenetic tree presented in Fig. 6 contains both
the Bayesian and the ML trees. The two separate trees
are presented in Additional file 7. We noted a relatively
long divergence time between haplotype C and the oth-
ers (2.2 million years). The others have diverged more
recently (about 1.2 million years). Within the C haplo-
type, a divergence has been about 300,000 years, while in
the other groups, the divergence times are much lower,
about 20,000 years for the A haplotype.

The time of divergence with Exaireta spinigera has
been estimated at 110 million years, confirmed by the lit-
erature that gives us 112 million years with the Timetree
tool [61].
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Discussion

Hermetia illucens is now considered a species of major
interest for the feed industry [62, 63]. Thus, it became
urgent to study the genetic diversity within the different
populations at different scales. Analyzing the different
haplotypes in the same geographical area is a powerful
tool for studying the recent history of BSE. Hence, an in-
depth study of the genetic variations between the differ-
ent haplotypes may allow us to resolve better the scenario
of the arrival of BSF in a territory.

Our study uncovered a high genetic variability of
mitogenomes within the species Hermetia illucens. We
found that haplotype C is the most divergent. The dating
of the division between the C haplotype and the others
goes back more than 2 million years. We found a well-
resolved separation within haplotype C (>95%); the other
haplotypes are also well resolved (> 95%).

Our study confirms the genetic diversity found in pre-
vious papers [2, 33, 34]. We found a comparable number
of haplotypes, although we added many more sequences
of diverse origin but mainly from non-indigenous areas.
For example, Stahls et al. [34] found 56 distinct haplo-
types with 418 CO1 sequences, and we found a compa-
rable number of haplotypes based on the analysis of 677
COL1 sequences. These results suggest we have now cap-
tured a major part of the extant BSF worldwide diversity
outside of the genetic hotspots identified previously [2,
34], namely Latin America. Indeed, in South America,
we found 30 haplotypes among the 55 sequences sampled
that open up the possibility of a still unknown genetic
diversity in this part of the world.

With the maximum diversity found in Latin America,
the hypothesis of the geographical origin of BSF [1] is
supported by our study. Analysis of the complete mito-
chondrial genome supports the hypothesis of several
distinct introductions on all non-native continents. Con-
sidering the estimated divergence times between the dif-
ferent haplotypes, it seems impossible that this is due to
a single introduction followed by diversification in the
territory.

-
(See figure on next page.)

other haplotypes (B3)

Fig. 5 Mitochondrial DNA alignment and sequence conservation between Hermetia illucens and Exaireta spinigera. A Multiple alignments

of mitochondrial DNA sequences from Hermetia illucens. Alignment was performed with the MAFFT aligner. The colours of the names come

from their haplotypes determined with the CO1 sequences. Each black mark represents a difference with the reference (1—China). Above the
alignment, there is a linear representation of the mitochondrial genes (a circular one can be seen in Additional file 4). The three last sequences
are those of Exaireta spinigera analysed in the same way as Hermetia illucens (we kept one that we used as an outgroup because it was the closest
complete mitochondrial sequence phylogenetically that we had). The sequences are numbered to be found in Fig. 6. B Sequence conservation
of mitochondrial genes of Hermetia illucens to Exaireta spinigera. The sequences are grouped according to haplotypes. The A haplotype (B1), the C
haplotype (B2), and the other haplotypes (B3). The sequences inside each graph are represented in the alignment (5A). Sequences from 23 to 46
plus sequences 51, 52, and 55 for haplotype A (B1); from 1 to 22 for haplotype C (B2); and from 47 to 57 (except sequences 51, 52, and 55) for the
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On the other hand, according to Kaya et al. [2], an Indeed, taking Europe as an example, the eight haplo-
alternative but complementary scenario is also possible:  types found in Europe can be explained by the admix-
bridgehead populations, consisting of a mixture of hap-  ture scenario proposed by Kaya et al. [2], who argue
lotypes, have been introduced on different continents. that central European BSF populations originated from
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Fig. 6 Mitochondrial DNA phylogenetic and time tree. Bayesian time tree obtained with BEAST of 57 mitochondrial genomes of Hermetia illucens
deprived of D-Loop regions, aligned with MAFFT and rooted with Exaireta spinigera. The scale is in millions of years. A break in scale is made at the
root level. The colours of the names correspond to the haplotypes determined with the CO1 sequences (Fig. 1). Commercial individuals are marked
with an asterisk. The green circles come from the ML phylogenetic tree of the 57 mitochondrial DNA sequences of Hermetia illucens, deprived
of D-Loop regions. MAFFT was used to align the sequences, 500 Bootstrap replicas were performed. The outgroup used is Exaireta spinigera

(Stratiomyidae). Bootstrap values are indicated by a green circle when they are >0.95 (the separate trees can be seen in Additional file 7)

Bootstrap value

admixture between Australian and Southeast African et al. [2] suggested some gene flows with Mediterranean
populations, which themselves can be traced back to ear-  (altogether originating from Latin America) and particu-
lier independent admixture events. Furthermore, Kaya larly East African populations, which interestingly seems
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to be corroborated in our study, as exemplified by the F
haplotype. It would be extremely useful in the future to
combine nuclear data and mitochondrial data to better
resolve the potentially diverging patterns of the differ-
ent markers and to precisely estimate relative impacts of
historic genetic admixtures versus recent introductions
on regional population structures. France contains on its
territory a great diversity of haplotypes, whose origin can
be explained either by the historical introduction around
the year 1950 [11] in addition to more recent and repeti-
tive introductions. The haplotype A, which is by far the
most common haplotype in wild BSF found in France
(71.1%) and in Europe, may correspond to the initial
introduction. On the other hand, our data suggest that
the presence of haplotype C in France may be due to a
more recent introduction caused by BSF industries.

As suggested in a recent article on the structure and
demography of the BSF based on microsatellite data
[2], the captive populations used for breeding in Europe
and North America derive from a common, genetically
related strain. Our analysis based on CO1 and complete
mitochondrial genome sequences confirm this result:
the haplotype we named C contains all the sequences of
industrial origin with very little genetic diversity. Inter-
estingly, this commercial group does not have any South
American relatives. Based on nuclear genetic data, Kaya
et al. report wild North American populations being
most closely related to the most prevalent managed
strains, which we infer to be dominated by haplotype C.
This result reinforces the hypothesis of a North American
origin of the BSF commercial stock.

Moreover, specific individuals in the wild belonging to
this group were collected in the vicinity (around 5 km) of
industries breeding BSF. For example, if we focus on the
commercial haplotype analysis in France, the wild BSF
belonging to haplotype C may have escaped from indus-
tries in Poitiers, Bordeaux, Avignon, and Montpellier.
This last point raises the question of the biosecurity of
BSF farms worldwide. We can assume that the priority of
companies involved in BSF farming is not biosecurity and
escape control. Indeed, costs in terms of security to pre-
vent insects from escaping are high, and the regulation
is late at this level. In that case, the continuous flow of
escaping BSF of industrial origin in large numbers could
either result in an establishment in territories where it
was not yet present or trigger losses of genetic integrity
of locally resident wild populations via continuous one-
directional introgression. This would lead inexorably to a
loss of the local genetic diversity that may prevent future
adaptations to changing environmental conditions.

However, it is interesting to note that in Stihls et al.
[34], in contrast to our study, some genetic diversity in
the breeding strains in Europe and North America has
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been evidenced (10 haplotypes). This may be due to a
broader sampling effort of commercial strains. Indeed,
Stahls [34] had the opportunity to sample many small
farms leading to 292 BSF sequences from rearing cul-
tures. This allowed them to access a broader genetic
diversity not found in our study. It is also possible that
smaller farms did not obtain BSF from the dealers who
constituted most of the more prominent industries but
directly from the wild. Nevertheless, our results confirm
that the industrial actors work with the same and unique
haplotype.

We also evidence that the mitochondrial genome is
ideally suited to resolve long-term BSF phylogenetic
relationships. It allows us to date the natural history of
the BSE, bringing a sum of details that were impossible
to distinguish based only on the CO1. For example, we
report puzzling variations in the level of conservation of
the ATP8 genes for some samples (haplotypes C and D).
Interestingly, these variations have already been found
in other insect species (for example, in Coleoptera, see
Zhang et al. [63], and in grasshoppers, see Li et al. [64]).
The ATPS8 gene is small (160 bp on average in insects)
and encodes for a subunit of the complex V of the ATP
synthase. In Hermetia illucens, the initiator codon of the
ATP8 gene is ATT, is 167 bp long, and it overlaps with
the ATP6 gene. It has been assumed in other species that
the modification of the sequence of the ATP8 gene can
affect the structure of mitochondrial complex V and thus
its function.

Furthermore, it has been shown that changes within
ATP synthase can be explained by adaptation to differ-
ent ecological environments [65-67]. This indicates that
some local adaptation driven by the ATP8 genes may
exist in BSF, as it has already been shown in other insects.
This can lead to an adaptation to survive in high-altitude
environments, i.e., at a lower oxygen level and low tem-
perature [68]. Even if these variations did not change the
phylogeny of the BSEF, it could be a clue to some local
adaptation signal. The fact that all commercial strains
(plus USA plus Mexico) show a high level of conservation
of the ATP8 gene compared to all other wild strains may
suggest some adaptation to rearing.

Complete mitochondrial genome data allows us to
make a robust and well-resolved time tree of the species.
The divergence times between the different haplotypes
are surprisingly long (more than 2 million years for the
most divergent lineages), and the differences observed
between the sequences prove that there is still unsus-
pected and hidden genomic diversity. Comparing it to
Drosophila, 2 million years correspond to many specia-
tion events leading to different reproductively isolated
species [69]. By contrast, Stahls et al. [34] indicated that
BSF belonging to phylogenetically divergent haplotypes
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can still cross and generate offspring, indicating no
apparent reproductive isolation in laboratory conditions.
Interestingly, our data evidence that the cohabitation of
different haplotypes at the same locality could lead to
crosses between haplotypes. According to our results,
the 2 million years of divergence between the C haplo-
types and the other haplotypes could correspond to the
North American lineages separating from the ancestral
BSF population in South America upon their northwards
range expansion beyond the Isthmus of Panama, which
appears 2.8 million years ago [70]. This seems especially
true since the C haplotype has not been found in South
America but only in North America. This ancestral
and natural colonization of North America more than
2 million years ago may also explain why the C haplo-
type group displays a higher degree of mitochondrial
genetic diversity than the other groups, a process already
observed in other insects as ants for example [71]. Fur-
ther investigations are thus needed to understand the
possible genetic barriers between highly divergent BSF
groups but also the possible patterns of introgression in
natural BSF populations. This phenomenon might con-
siderably confuse the elucidation of the population struc-
ture and the natural history of these species.

Finally, it is interesting to recall that, if indeed, most
industrial actors use the same haplotype for the industry,
the other haplotypes present in France are highly diver-
gent from this one. Strikingly, we found in one compost
bin in the region of Paris flies belonging to two differ-
ent haplotypes (A and F). Thus, crossbreeding between
these two individuals belonging to these two haplotypes
would bring a solid genetic mix that could benefit breed-
ing. Associated with this significant genetic diversity, BSF
may also have some significant phenotypic diversity that
might be useful for specific industrial usage and selection
processes to increase performances or ameliorate pecu-
liar traits or behaviors [72].

Conclusion

Through the analysis of 60 mitochondrial genomes dur-
ing this study, we proposed a robust and well-resolved
time tree of the BSF that confirms the vast genetic
diversity within Hermetia illucens. Our result eluci-
dates the phylogenetic relationship and time divergence
between the BSF lineages. By adding almost 20% of CO1
sequences, mainly from non-native areas, we did not sig-
nificantly increase the number of haplotypes previously
found [34]. This indicates that a significant part of the
diversity from non-native areas has already been found
and that we should now concentrate our efforts on native
areas. Furthermore, the combination of our results with
the nuclear analysis already performed [2] gives an inter-
esting insight into the invasion routes of the BSF and the
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divergence times between the different groups. We have
also shown that many BSF industrial companies work
with flies derived from a unique haplotype. We would
also like to recall that the apparent biosecurity deficiency
within some BSF industrial companies probably led to a
continuous flow of escapement and possible local intro-
duction/replacement of natural populations of BSE
Finally, our data indicated that it becomes fascinating to
look at the nuclear genomes’ evolution of the BSF to bet-
ter understand the specific adaptations of the different
lineages that might be useful for industrial needs and ini-
tiate the selection process for peculiar traits.
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Résumé : Hermetia illucens, la mouche soldat noire,
est un diptere de la famille des Stratiomyidae. Cet
insecte détritivore est de plus en plus utilisé en
élevage de masse pour réduire les biodéchets et
produire de la nourriture a destination des élevages
aquacoles et avicoles. Elle est originaire du nord de
I'’Amérique Latine et s'est répandue sur une grande
partie de la planete. Depuis une dizaine d'années, un
nombre croissant d'entreprises  élévent et
transforment des larves dans une optique
d'économie circulaire. Cette thése CIFRE a pour but
d'améliorer les connaissances génétiques et
génomiques sur la mouche soldat noire pour
I'amélioration des performances et de la sélection.
Nous nous sommes concentrés, dans un premier
temps, sur l'obtention et I'analyse d'un génome de
référence, pour I'espece en utilisant du séquencage
hybride. Nous avons également travaillé sur la
diversité génétique et I'histoire invasive de la BSF.
Nous l'avons fait au moyen d'un échantillonnage

mondial en utilisant a la fois le géne CO1 et
I'assemblage d‘'une soixantaine de génomes
mitochondriaux complets. Nous avons montreé la
complexité des scénarios d'invasion de la mouche
soldat noire combinant a la fois un processus
ancien de dispersion naturelle sur le continent
Américain ainsi que, I'importance des introductions
humaines, notamment en raison des élevages
industriels. Enfin nous nous sommes également
intéressés aux variations structurales des génomes,
induites par les éléments transposables dans les
populations naturelles d’Hermetia illucens, afin de
déterminer les éléments les plus actifs dans les
génomes ainsi que leurs dynamiques évolutives.
Ce travail a révélé une étonnante et inattendue
diversité génétique et génomique au sein de
I'espece. Il ouvre de nouvelles perspectives vers des
expérimentations de sélection et d'amélioration sur
la mouche soldat noire pour lindustrie
entomocole.

Title: Genetic, genomic, and evolutionary history of Hermetia illucens.

Keywords: Genetics; Hermetia illucens; evolution; agro-industry; ecology; bioinformatics.

Abstract: Hermetia illucens, the black soldier fly, is a
dipteran of the family Stratiomyidae. This
detritivorous insect is increasingly used in mass
production to reduce bio-waste and produce food
for aquaculture and poultry farms. It originates from
the north of Latin America and has spread over much
of the planet. For the last ten years, many companies
have been breeding and processing larvae from a
circular economy perspective. This CIFRE thesis aims
to improve genetic and genomic knowledge on the
black soldier fly for performance improvement and
selection. We focused, in a first step, on obtaining
and analyzing a reference genome for the species
using hybrid sequencing. We also worked on the
genetic diversity and invasive history of BSF. We did
this through global sampling using the CO1 gene and

assembling about 60 complete mitochondrial
genomes. We have shown the complexity of the
black soldier fly's invasion scenarios combining an
ancient process of natural dispersal on the
American continent and the importance of human
introductions, notably due to industrial breeding.
Finally, we also looked at the structural variations
of the genomes induced by transposable elements
in natural populations of Hermetia illucens to
determine the most active elements in the
genomes and their evolutionary dynamics. This

work revealed the species' surprising and
unexpected genetic and genomic diversity. It opens
new  perspectives towards selection and

improvement experiments on the black soldier fly
for the entomoculture industry.
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