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Introduction

Mise en contexte

Food and Agriculture
Organization of the
United Nations

En 2013 — Rapport FAO

%

— L’entomophagie comme solution durable pour nourrir la plancte

— Catalyseur du développement mondial

— Expansion des ¢levages au Canada

(FAO, Rome 2014)



Introduction

Enjeux sanitaires en élevage de grillons
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/A\ Outils diagnostiques encore limiteés




Hypothése: La RT-gqPCR, en utilisant des genes de reference stable, permet de detecter de fagon

fiable les changements de la réponse immunitaire des insectes et donc d’évaluer leur €tat sanitaire.

Ob] ectif 1: 1dentifier et valider des genes de reférence stable pour la RT-qPCR

OijCtif 2: Identifier de nouvelles cibles moléculaires meétaboliques et
immunologiques chez les grillons domestiques

Ob] ectif 3: valider ces cibles en conditions infectieuses et non infecticuses



Conception des Extraction RT (Transcription qPCR Analyse des
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RT-qPCR (R¢action de polymerisation en chaine quantitative apres transcription inverse)

» Permet de quantifier I’expression des génes

1) Transcription inverse (RT)
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2) Amplification (qPCR)
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RT-qPCR (Réaction de polymérisation en chaine quantitative apres transcription inverse)

» Permet de quantifier I’expression des genes

1) Transcription inverse (RT)

2) Amplification (qPCR)

3) Détection (Cq)

[.a machine mesure 1a fluorescence a chaque cycle.

*On obtient une valeur appelée Cq (Cycle quantitative) :
*Cq bas — beaucoup d’ARN initial: forte expression

*Cq élevé — peu d’ARN i1nitial: faible expression
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Tableau 1 : Genes de référence candidats chez A. domesticus et G. sigillatus

Acheta domesticus

Gryllodes sigillatus

Symbole Nom du gene

du gene

Séquences des amorces (5'-3")

N. d’accession ou

référence

AdoNEOPT AdoNEOPT protein F : AGCCCTGGACCTGATGAAAG

kinase mRNA
EFla
1-alpha
EF2
GAPDH Glyceraldehyde-3-
phosphate
dehydrogenase
His H3 Histone H3
188 rRNA

R : TTGCTGGTGGTGTTTGTGAG

R : GGCATCCAAAGCCTCAATAAG

Elongation factor 2 F : GGCTGGAGAAGCTTTACTAC

R : CATCATGAGGCCCTTCATAC
F: CTCCTAACGTCTCTGTAGTG

R : TCGGTGTATGCCAGAATTCC

F : AGAAGCCGCATCGTTACAGG

R : ACGGACAAGACGCTGGAAAG

18S ribosomal RNA F : CAGTCGTGACCCGAAAGG

R : ATCAGCCCAAGGTTATCCAG

GQ885473

Elongation  factor F : GGAAATCAAGAAGGAAGTCAGC (Takacs et al., 2023)

GQ886709

JAHLJT010004567

GU066907

(Lu et al., 2022)

Symbole Nom du gene
du géne
ACTB Actin beta
EF1 Elongation factor 1-
alpha
GAPDH Glyceraldehyde-3-
phosphate
dehydrogenase
His H3 Histone H3
RPL)5

188 rRNA

£

T

F:
R:

Séquences des amorces (5'-3")

: TCGGGATCTGACTGACTACC

GCGACATAGCACAGCTTCTC

: GCTGCTGTTGCTTTCGTTCC

ACCACCATACCAGGCTTGAG

: GTTTGGCACCTATTGCGAAG

TCCAGAAGGACCATCAACAG

AAGAAGCCGCATCGTTACAG
ATGGATAGCGCACAAGTTGG

Ribosomal protein L5 F: ACGCTTCTGCATACTGTACC

R: CACCATCAACAGCACCTTTC

18S ribosomal RNA F: CAGTCGTGACCCGAAAGG

R: ATCAGCCCAAGGTTATCCAG

N. d’accession

ou référence
OM333731

OM333732

OM333729

KR903178

OM333728

(Lu et al., 2022)




Cyle quantitative
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Figure 1 : Valeurs de Cq des genes de reférence chez deux especes de grillons
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Analyse geNorm des genes de référence candidats
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Figure 2 : Valeurs moyennes de stabilité d’expression (M) calculées par geNorm pour six genes de réference candidats a
travers différents compartiments corporels et le corps entier du grillon.




Analyse des variations par paires
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Figure 3 : [’analyse des variations par paires, réalisée a 1’aide du logiciel R, pour déterminer le nombre
optimal de génes de référence nécessaires a la normalisation des genes cibles.
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Corps complet

Acheta domesticus Gryllodes sigillatus

AdoNEOPT

185 rRNA

Corps complet

Figure 4 : La stabilité¢ d’expression des six genes de référence a ¢te évaluée avec RefFinder, qui combine
plusieurs algorithmes pour établir un classement global.
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» Cette ¢tude fournit la premiere validation de génes de référence pour Acheta domesticus et Gyllodes sigillatus.

» Des outils de diagnostic rapides et ciblés sont essentiels pour le suivi sanitaire et la biosécurité des ¢élevages d’insectes.

» La RT-qPCR, associée a des genes de référence validés, peut devenir un outil clé pour le diagnostic et le suivi de la
sant¢ des 1nsectes d’¢levage.

> Etendre 1’identification et la validation de génes de référence a d’autres insectes d’élevage afin de disposer de

marqueurs de normalisation fiables pour chaque espece.
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