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Introduction

Selon leur régime trophique et leur comportement constructeur, les termites ont
un impact plus ou moins important sur les cycles de dégradation de la matiére organique.
Différents auteurs ont montré que les termites humivores qui se nourissent d’ humus et
les termites champignonnistes qui développent une exosymbiose particuliére avec un
champignon pour dégrader le matériel végétal, modifient les propriétés physiques et
chimiques des sols (LEe & WoobD, 1971 ; LOBRY DE BRUYN & CONACHER, 1990 ;
GARNIER-SILLAM & HARRY, 1995). En revanche, leur action sur les micro-organismes
du sol atrés été peu étudiée. Quelques auteurs ont estimé les populations microbiennes
des nids de termitieres de champignonnistes a I'aide de méthodes de culture
(MEIKLEJOHN, 1965 ; KEYA et al., 1982). Mais, ces méethodes ne permettent la mise en
évidence que d'une faible fraction de la biomasse microbienne totale dans les milieux
environnementaux, estimée par différents auteurs comme étant de I’ ordre de 0,01 210 %
(ATLAS & BARTA, 1993). Avec I’essor des techniques moléculaires, des macromolécules
informatives comme I’ ADN deviennent accessibles sans qu'il soit nécessaire d'isoler ou
de cultiver des cellules bactériennes.

Le but de cette étude est de déterminer s la composition des communautés
bactériennes présentes dans les termitieres différent de celles de sols témoins. Apres
extraction de I'ADN total de nids d'especes de termites ayant des régimes trophiques
différents et de sols témoins, deux techniques moléculaires reposant sur |I'amplification
spécifique ou aéatoire de séquences dADN ont éé utilistes afin respectivement
dattester la présence de bactéries et d'apprécier leur diversité au sein des termitiéres
(HARRY et al., b). L’amplification spécifique permet d'obtenir par PCR (Polymerase
Chain Reaction) une grande quantité de fragments dADN d'une région ciblée ; des
amorces bactériennes d’ ADN ribosomique 16S on été utilisées. L’ amplification aéatoire
permet I'obtention de marqueurs polymorphes RAPDs (Random Amplified Polymorphic
DNAS).



Matériels et Méthodes

Site d'étude et échantillonnage

Les échantillons proviennent du bassin versant démentaire de Nsimi-Zoétélé du
Sud-Cameroun situé en forét tropicale humide (2°48'N et 4°32'N). Deux nids par espéce
de termite éudiée ont été échantillonnés.

Cubitermes subaquartus, SIOSTEDT, érige un nid qui peut atteindre plus de 2,5
meétres de hauteur, constitué de “ demi-chapeaux ” appliqués contre le tronc d’un grand
arbre. Thoracotermes macrothorax, WASMANN, construit un nid de forme cylindrique
qui ne S appuie pas a un tronc. Procubitermes niapuensis, SILVESTRI, présente un nid
composeé d'une série de constructions en forme de gourdes (4-10 cm) plus ou moins
imbriquées, plaquées contre le tronc d’un grand arbre et d’ ou partent en direction du sol
une ou plusieurs grosses galeries-tunnels. Noditermes lamanianus, SIOSTEDT, érige au
pied d un arbre, parfois contre lui, un nid en forme de pagode, dont la base se compose
d'une ou de deux outres surmontées d’ une outre plus volumineuse se terminant en céne
aigu. Ces quatre espéces de termites humivores (Termitinag) consomment de I’ humus et
incorporent leur féces dans leur construction en quantité variable.

Odontotermes sp., HOLMGREN, construit un nid s ouvrant a I’ extérieur par un
ensemble de cheminées. Les cavités des cheminées se continuent dans la profondeur du
nid ou elles se ramifient et convergent vers une région située a plus d'un métre au
dessous de la surface du sol. Cette espéce de termite champignonniste (Macrotermitinae)
construit son nid avec des particules fines du sol cimentées par de la salive. Les feces ne
sont pas incorporés mais déposes sur les planchers des constructions.

Différentes strates de sols témoins, c'est-a-dire ne présentant pas d'activité
termitique notable au moment du prélévement, ont été échantillonnées. Dans notre étude,
les strates 2-5 cm des sols témoins ont été utilisées comme référence des communautés
bactériennes du sol.

Extraction et purification d’ADN

Deux méthodes principales d'extraction dADN du sol ont éé décrites. La
premiére décrite par HOLBEN et al. (1988) repose sur l'isolement des cellules
bactériennes du sol puis sur I'extraction de leur ADN aprés une étape de lyse cellulaire.
La seconde, développée par OGRAM et al. (1987), repose sur une lyse directe des
cellules bactériennes sans isolement au préalable des cellules. Cette derniere méthode a
€té retenue car elle permet d'obtenir un meilleur rendement dADN extrait et celui-ci est
plus représentatif de I'échantillon global. Le protocole général dextraction et de
purification a été décrit dans HARRY et al. b. Les échantillons de sols et de termitieres
sont soumis a une solution de lyse contenant de la protéinase k et du sodium dodecyl
sulfate. La précipitation des protéines est réalisée a haute force ionique par gout de
NaCl. Aprés lavage et précipitation a1’ éhanol absolu, I'ADN extrait est ensuite soumis a
une purification sur gel dagarose et puis sur mini-colonne. Seule cette double
purification permet |’ @imination compléte des contaminants (HARRY et al. a).

Amplification spécifique

Le principe de la PCR (Polymerase Chain Reaction) a é&é décrit pour la premiére
fois par Saiki et al. (1985). Deux amorces spécifiques de I'ADNr 16S bactérien ont été
utillisées (Harry et al. b). La réalisation d’une PCR comporte une succession d' étapes
comprenant des modifications de températures (dénaturation de I’ADN: 1 min a 93°C;



hybridation des amorces spécifiques 1-3 min a 50-60°C; éongation des brins d ADN
synthétisés par la Taq polymérase: 1 min a 72°C). Ce cycle de températures est accompli
automatiquement dans un thermocycleur. Dans notre étude 30 cycles ont été réalises.
Les produits damplification sont analysés sur gel d'agarose sous UV aprés révélation au
bromure d’ éthidium.

Amplification aléatoire

La technigue RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) proposée par
WiLLIAMS et al. (1990) et WELSH & McCLELLAND (1990) repose sur I'emploi de la PCR
mais les produits d’amplification varient en longueur et par la nature de leur séquence.
Son application ne nécessite aucune connaissance préalable du génome étudié. Une seule
amorce non spécifiqgue dont la séquence nucléotidique est aéatoire (standardisée
générdement a 10 nucléotides) est utilisée pour initier la PCR. Différents indices
comparant la similarité de profils damplification peuvent étre caculés et des
phénogrammes peuvent étre construits. Le traitement des données a été effectué al’ aide
du groupe de programmes informatiques de BLACK (1995).
Résultats et Discussion

Extraction d’ADN de sols et de termitiéres

Le rendement d’ ADN extrait estimé a partir de I’ extraction de sols ensemencés
est de 70 a 90% selon la nature du sol (HARRY et al., b). Les quantités d ADN extrait
varient d'environ de 1,5 a 3,5ug dADN /g de termitiere séche. Les termitieres
d humivores présentent selon les espéces de 2,5 a 3,5 fois plus d ADN que les sols
témoins et |es termitiéres de champignonnistes 1,5 fois plus.

Lors de la lyse directe, des composés « contaminants », comme les substances
humiques et les ions métalliques, sont co-extraits. Ces composes constituent un obstacle
majeur a I’ utilisation de la PCR (Polymerase Chain Reaction) car ils inhibent la Taq
polymérase en chélatant les ions Mgz+ nécessaires a son fonctionnement ou empéchent
I"hybridation des amorces (TsAl & OLSON, 1992). De nombreux auteurs se sont heurtés
a la difficulté de purification de I’ADN extrait de sol. Trois méthodes principales de
purification peuvent étre distinguées : les gradients de chlorure de césium, les méthodes
électrophorétiques et les méthodes chromatographiques. Les techniques de purification
sur gradient de chlorure de césium n’ont pas été retenues dans notre éude car elles sont
longues et fastidieuses et ne sont pas toujours suffisantes a elles seules pour obtenir un
ADN assez purifié pour ére amplifié (OGRAM et al., 1987). En revanche, nous avons
testé différentes méthodes éectrophorétiques et chromatographiques. |l apparait pour
nos échantillons qu’ une double purification électrophorétique et chromatographique est
nécessaire (HARRY et al., a). Celleci apparait d'autant plus efficace que des
amplifications bactériennes spécifiques (ADNr 16S) ont été obtenues a partir d ADN
extrait de termitiéres d'humivores particuliérement riches en acides humiques (GARNIER-
SILLAM et al., 1989 ; GARNIER-SILLAM & HARRY, 1995).



Caractérisation des ADNs extraits : amplification spécifique (ADNr 16S)

L’ obtention d’ amplifications spécifiques de la région 16S bactérienne dans tous
les échantillons soumis a I'analyse atteste de la présence de bactéries au sein des
termitiéres d’ humivores et de champignonnistes étudiées (HARRY et al., b).

L’ utilisation de la PCR apparait comme un outil adapté pour détecter la présence
de bactéries dans ces matériaux trés particulier que constituent les termitieres. Si la PCR
est utilisée ici pour la premiére fois dans des études portant sur de I’ADN extrait de
termitieres, différents travaux reposent sur son emploi pour I'éude de la biodiversité
bactérienne d échantillons de sol. Aing, la PCR a é¢é utilisee, par exemple, pour
I'établissement de phylogénies de bactéries du sol apres séquencage de la région de
I’ ADNr 16S (STACKEBRANDT et al., 1993 ; BORNEMAN & TRIPLETT, 1997).

Diversité des communautés microbiennes : marqueurs génétiques polymorphes

Une autre voie d’ étude de la biodiversité bactérienne dans les termitiéres consiste
a utiliser les marqueurs génétiques polymorphes que constituent les RAPDs (Random
Amplified Polymorphic DNAS) (HARRY et al., b). Si de nombreuses études utilisent les
RAPDs comme outils de caractérisation de souches bactériennes (BUSSE et al., 1996
pour revue), jusgu’ a présent, les RAPDs n’ont été utilisés que dans une seule étude pour
évaluer |’ effet des pesticides sur les communautés bactériennes du sol (XIA et al., 1995).

Les atouts majeurs de ces marqueurs sont la rapidité avec laquelle il est possible
de les révéler sans |’ obtention au préalable d'informations genétiques, et leur haut niveau
de polymorphisme, di a I'action de mécanismes variés et au fait que certains de ces
marqueurs sont situés dans des régions génomiques comportant des séquences d ADN
répétées (WILLIAMS et al., 1990). Cependant, la bonne reproductibilité des profils
d amplification dépend des conditions de réaction et d’ électrophorése. Aussi, pour cette
étude des conditions de réactions standardisées ont été mise au point, et nous ont permis
d obtenir des profils reproductibles. Sur 23 amorces testées, six ont été retenues pour la
qualité des profils obtenus. Ces six amorces ont générés 88 marqueurs RAPDs

Notre éude a clairement montré I’influence des termites sur les communautés
bactériennes présentes dans leurs termitieres. Un plus grand nombre de marqueurs
RAPDs sont générés pour les communautés microbiennes des sols témoins et des
termitieres de C. subaquartus alors qu'une moins grande diversité microbienne est
observée dans les nids de N. lamanianus et P. niapuensis. Si I’on considére les nids
d humivores, une plus grande similarité des profils RAPD est observée entre les
communautés microbiennes des nids de N. lamanianus et de T. macrothorax tandis
gu'une plus faible similarité est révéée entre celles des nids de N. lamanianus et de P.
niapuensis. Si I’on considére les sols témoins, environ 45% des profils RAPDs sont
partagés avec ceux des termitiéres de I'espece champignonniste Odontotermes et de
I’ espéce humivore C. subaquartus, alors qu’environ 25% sont partagés avec ceux des
nids des deux humivores N. lamanianus et T. macrothorax. Lors de |’ &ablissement de
phénogrammes, les communautés bactériennes des termitiéres d’ humivores présentent
plus de similarité entre elles qu'avec celles du sol témoin, comme I’ attestent les hautes
valeurs de boostrap des différents noeuds. Les communautés bactériennes de |’ espéce
champignonniste apparaissent placées en groupe exterieur comme celles des sols
témoins.



Conclusion

Les amplifications spécifiqgues d ADNr 16S bactérien attestent la présence de

bactéries au sein des termitieres d’ humivores et de champignonnistes étudiées. De plus,
les termites provogquent au niveau des communautés bactériennes des changements
quantitatifs reflétés par les taux plus importants d ADN extrait des termitieres par
rapport aux sols témoins, et qualitatifs décelés par les marqueurs polymorphes RAPDs.
La plus grande quantité d’ ADN observée dans les termitieres par rapport aux sols
témoins s explique d’une part, pour les termitiéres d humivores par I'incorporation de
féces générant un environnement favorable au développement ou au maintien de micro-
organismes, d'autre part pour les termitieres de champignonnistes par la présence de
carbone facilement dégradable apporté par la salive des termites qui sert de ciment aux
constructions. Un plus grand nombre de marqueurs RAPDs ont été obtenus pour les sols
témoins et les termitieres de Cubitermes subaquartus révélant leur plus grande diversité
en micro-organismes. Des éudes a long terme ont montré que les conditions micro-
environnementales qui régnent dans les feces d’invertébrés pouvaient étre responsable de
la succession de communautés bactériennes en fonction de I’ &ge des féces (MARTIN &
MARINISSEN, 1993) .
Les résultats obtenus sont a mettre en relation avec les comportements trophiques et
constructeurs des termites qui en modifiant les conditions physiques et chimiques de
leurs termitieres via |’ incorporation de feces ou I’ utilisation de salive-ciment, y induisent
par conséquence des modifications microbiennes.
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