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Résumé

Les extraits bruts des castes neutres du termite
Macrotermes subhyalinus, leur champignon symbio-
tiqgue Termitomyces sp. et leur meule sont incapables
d’hydrolyser les acyl-pNA testés en milieu acide. Par
contre, en milieu alcalin, certains d’entre eux sont
hydrolysés, montrant ainsi que ces sources enzyma-
tiques possedent des activités protéasiques. Les acyl-
pNA hydrolysés sont la Gly-pNA, la Leu-pNA, la Met-
pNA, la Phe-pNA, la Pro-pNA, la Lys-pNA, I'Arg-pNA
et I'Asp-pNA. Les activités protéasiques les plus éle-
vées ont été obtenues avec la Leu-pNA et le BA-pNA
chez I'ouvrier du termite Macrotermes subhyalinus. ||
est donc plus actif que le soldat. Le petit soldat est
plus actif que le grand soldat. Les activités protéa-
siques du champignon sont plus élevées que celles
de la meule, son support de croissance. Les études
de compétitions mutuelles entre les substrats les
mieux hydrolysés par le champignon symbiotique et
I'ouvrier ont montré que les activités trypsiques (Arg-
pNA, Lys-pNA et BA-pNA) proviennent d’'une méme
enzyme. Ce comportement enzymatique a été aussi
observé au niveau de la Leu-pNA, la Met-pNA et I'Ala-
pNA.

Summary

Research and Comparative Study of Proteasic
Activities of Neutral Castes of Termite Macro-
termes subhyalinus (Termitidae, Macrotermitinae)
and its Symbiotic Fungus Termitomyces sp.

Crude extracts from neutral castes of the termite
Macrotermes subhyalinus, its symbiotic fungus
Termitomyces sp. and its comb are not able to hydro-
lyze acyl-pNA tested on acid medium. However, these
substrates on alkaline medium are hydrolysed, indica-
ting that these enzymatic sources possess proteolytic
activities. Hydrolyzed acyl-pNA are Gly-pNA, Leu-
pNA, Met-pNA, Phe-pNA, Pro-pNA, Lys-pNA, Arg-
pNA and Asp-pNA. The highest proteolytic activities
were obtained with Leu-pNA and BA-pNA with a
Macrotermes subhyalinus termite worker. It is there-
fore more active than the soldier. Proteolytic activities
were higher in small soldiers than in large ones. The
proteolytic activities of the fungus are higher than
those of the fungus comb, its growth backbone. Mutal
competition studies among the best hydrolysed sub-
strates by symbiotic fungus and worker have shown
that trypsic activities (Arg-pNA, Lys-pNA and BA-pNA)
are derived from the same enzyme. This enzymatic
reaction has also been observed with Leu-pNA, Met-
pNA and Ala-pNA.

Introduction

Les insectes supérieurs appartenant a la sous-famille
des Macrotermitinae sont des termites champignon-
nistes. lls cultivent dans leur nid un champignon de la
classe des Basidiomyceétes et du genre Termitomyces.
Ce microorganisme se développe sur la meule qui est
composée de fragments de bois, de feuilles et de
chaumes de graminée malaxés par les piéces buc-
cales et imbibés de salive d’ouvriers (5, 6). Ce cham-

pignon symbiotique donne sur la meule des myco-
tétes constituées de filaments de conidiophore (4).

Dans la termitiére, les castes neutres sont I'ouvrier, le
petit soldat et le grand soldat. lls se nourrissent de
bois et autres matiéres végétales. C’est ainsi que le
termite Macrotermes subhyalinus dans un écosys-
teme semi-aride (Kajiado, Kenya) consomme a lui
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seul 20 a 30% de la totalité de I'herbe disponible. En
période de disette, il peut subsister quelques temps
grace a sa réserve (8). Ces matiéres végétales,
hydrolysées par les enzymes digestives de ces
insectes, sont constituées essentiellement de cellu-
lose, d’hémicellulose et de lignine. On y trouve une
faible quantité de substances azotées. Le bois, par
exemple, en contient seulement 0,03-0,1% (par rap-
port & la matiére seéche) (2). C'est pour ces raisons
gue la plupart des travaux effectués pour la détermi-
nation du role de la meule dans la termitiére, la com-
préhension du métabolisme digestif et des relations
symbiotiques qui existent entre le termite et son
champignon, sont axés sur les glycosidases (1, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17). Les castes neutres de ter-
mite, leur champignon symbiotique et leur meule ne
possedent-ils pas d’activités protéasiques? Si oui,
guelles sont ces activités? Les ouvriers sont-ils plus
actifs que les soldats comme cela avait été relevé par
Rouland (13 ), Matoud (12 ) et Kouamé (7 ) chez les
glycosidases?

C’est pour répondre a toutes ces préoccupations que
nous nous proposons de rechercher quelques activi-
tés protéasiques présentes chez les castes neutres
du termite Macrotermes subhyalinus, leur champi-
gnon symbiotique et leur meule, ensuite, de les com-
parer entre elles si elles existent effectivement et de
définir les différents sites d’hydrolyse des substrats
dans les extraits bruts enzymatiques a travers des
études de compétitions mutuelles entre les substrats
les mieux hydrolysés.

Matériel et méthodes

Matériel
1. Produits chimiques

Les substrats chromogéniques acyl-paranitroanilides
(acyl-pNA): Gly-pNA, Ala-pNA, Val-pNA, His-pNA,
BZ(Benzoyl)-Tyr-pNA, Leu-pNA, lle-pNA Nac(N-acé-
tyl)-Leu-pNA, Met-pNA, Pro-pNA, Phe-pNA, Lys-pNA,
Arg-pNA, Asp-pNA et (Cys-pNA), proviennent de chez
BACHEM. Glu-pNA et BA(Na-Benzoyl-DL-Arginine)-
pNA sont des produits de chez SIGMA. Tous les
autres produits chimiques utilisés sont de qualité ana-
lytique.

2. Provenance du termite, du champignon sym-
biotique et de la meule

La meule provient d'un nid du campus de I'Université
de Cocody (Abidjan) ou les castes neutres du termite
Macrotermes subhyalinus sont récoltées. Les myco-
tétes du champignon symbiotique sont récoltées
directement a partir de cette meule. Ces matériels bio-
logiques sont stockés au congélateur a — 20° C.
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Méthodes
1. Préparation de I'extrait brut enzymatique

Trois grammes de matériel biologique (mycotéte ou
meule débarrassée de toutes les mycotétes ou castes
neutres de termite) sont lavés a I'eau distillée, essorés
sur papier filtre puis placés dans un récipient disposé
dans un bac a glace. lls sont ensuite broyés dans
10 ml de NaCl 0,9% (p/v ) a I' aide d’'un micro-broyeur
Ultra-Turrax (type T25). Le broyat obtenu est centri-
fugé pendant 15 minutes a 13000 tours/minute dans
une centrifugeuse réfrigérée, a une température com-
prise entre 4 et 5° C. Le surnageant obtenu constitue
I'extrait brut enzymatique.

2. Mesure des activités protéasiques

Dans les conditions standards, la détermination des
activités protéasiques sur les substrats acyl-parani-
troanilide a été faite a 37° C pendant 10 minutes dans
un mélange réactionnel (1 ml) contenant 950 pl de
substrat 1 mM préparé dans le tampon phosphate
100 mM pH 8,0 (ou dans le tampon acétate 100 mM
pH 5,0) et 50 pl d’extrait brut enzymatique. La quantité
de paranitroaniline libéré est détectée au spectropho-
tometre UV-visible Kontron (Unikon 860) thermostaté
a 412 nm. Lactivit¢ enzymatique (U) est définie
comme étant la quantité d’enzyme qui catalyse I'hy-
drolyse d’'un nanomole de substrat par minute a 37° C
dans les conditions standards.

3. Compétitions mutuelles entre les substrats
acyl-pNA les mieux hydrolysés par I'ouvrier et le
champignon

Les expériences de compétitions mutuelles faisant
intervenir dans chaque cas, un mélange de deux sub-
strats acyl-pNA mieux hydrolysés (1 mM pour chaque
substrat), ont été effectuées a 37° C dans du tampon
phosphate 100 mM pH 8,0. Les valeurs (unités arbi-
traires) calculées dans le cas théorique de sites dis-
tincts sont obtenues par la somme de deux activités
acyl-pNA. Les valeurs dans le cas d'un site commun
sont déterminées par I'équation de Dixon et Webb (3).

4. Dosage des protéines

Les protéines ont été dosées selon la méthode de
Lowry et al. (9). Le sérum albumine bovine a été uti-
lisé comme protéine de référence.

Résultats et discussion

Résultats

1. Les acyl-pNA non hydrolysés par les extraits
bruts enzymatiques

Lorsque le tampon acétate 100 mM pH 5,0 est utilisé
pour la préparation du milieu réactionnel, aucune acti-
vité acyl-pNA n'a été obtenue. Avec le tampon phos-
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phate 100 mM pH 8,0; ce sont seulement I'lle-pNA, le
Nac-Leu-pNA, I'His-pNA, la (Cys-pNA),, la Val-pNA, le
BZ-Tyr-pNA et le Glu-pNA qui ne sont pas hydrolysés
par les extraits bruts enzymatiques des castes
neutres, du champignon et de la meule. Toutes les
activités acyl-pNA ont été obtenues en milieu alcalin.

2. Les acyl-pNA a acyl basique (BA-pNA, Arg-pNA
et Lys-pNA) hydrolisés par les extraits bruts enzy-
matiques

Les substrats chromogéniques acyl-pNA tels que le
BA-pNA, I'Arg-pNA et la Lys-pNA sont utilisés généra-
lement pour le dosage d’activité trypsique. Les castes
neutres du termite Macrotermes subhyalinus, leur
champignon symbiotique représenté par leur myco-
téte et leur meule, hydrolysent ces différents sub-
strats. Seul I'ouvrier posséde une bonne activité tryp-
sique, le champignon symbiotique Termitomyces sp.,
la meule et les autres castes neutres possedent de
faibles activités trypsiques par rapport a celles de I'ou-
vrier. Le champignon symbiotique a des activités Arg-
pNA et Lys-pNA inférieures a celles du petit soldat. Ce
qui n'est pas le cas pour le substrat BA-pNA
(Figure 1).
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Figure 1: Etude comparative des activités BA-pNA, Arg-pNA, et
Lys-pNA du champignon, des castes neutres du termite
Macrotermes subhyalinus et de la meule.

Les dosages d’activités protéasiques ont été faits en
milieu alcalin comme décrits dans la partie «Matériels et
méthodes».

3. Les acyl-pNA a acyl aliphatique (Leu-pNA, Ala-
pNA et Gly-pNA) hydrolisés par les extraits bruts
enzymatiques

Parmi ces trois substrats chromogéniques, seule la
Leu-pNA est la plus hydrolysée par les castes neutres
du termite Macrotermes subhyalinus. Ce substrat
acyl-pNA est méme le plus hydrolysé par les diffé-
rentes sources enzymatiques utilisées parmi tous les
substrats synthétiques chromogéniques testés. Le
champignon symbiotique a une activité Leu-pNA infé-
rieure a celle du petit soldat. L'ouvrier a les activités

Leu-pNA et Ala-pNA les plus élevées. Ce qui n’est pas
le cas pour l'activité Gly-pNA ou celle du champignon
est la plus élevée tandis que les castes neutres n'en
possedent pas (Figure 2).
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Figure 2: Etude comparative des activités Leu-pNA, Ala-pNA et
Glys-pNA du champignon, des castes neutres du termite
Macrotermes subhyalinus et de la meule.

Les dosages d'activités protéasiques ont été faits en
milieu alcalin comme décrits dans la partie « Matériels et
méthodes».

4. Les acyl-pNA a acyl aromatique (Pro-pNA et
Phe-pNA ) hydrolisés par les extraits bruts enzy-
matiques

Nous avons constaté que le substrat Phe-pNA est dif-
ficlement hydrolysé par les castes neutres du termite
Macrotermes subhyalinus. Chez le champignon sym-
biotique, cette activité n’est pas intéressante. Nous
avons noté cependant que l'activité Pro-pNA est plus
élevée que celle de la Phe-pNA au niveau de toutes
les sources enzymatiques testées. Le champignon
symbiotique a I'activité Pro-pNA la plus élevée. Chez
les castes neutres, nous avons noté que l'ouvrier est
plus actif que le petit soldat qui, a son tour, est plus
actif que le grand soldat (Figure 3).
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Figure 3: Etude comparative des activités Pro-pNA et Phe-pNA du
champignon, des castes neutres du termite Macrotermes
subhyalinus et de la meule.

Les dosages d'activités protéasiques ont été faits en
milieu alcalin comme décrits dans la partie «Matériels et
méthodes».
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5. Les autres acyl-pNA hydrolysés par les extraits
bruts enzymatiques (Asp-pNA et Met-pNA)

Les soldats du termite Macrotermes subhyalinus n’hy-
drolysent pas le substrat Asp-pNA. Nous avons noté
chez 'ouvrier, le champignon et son support de crois-
sance, la meule, une trés faible activité Asp-pNA. Par
contre, au niveau du substrat Met-pNA, nous avons
obtenu une bonne activité chez les castes neutres et
le champignon. Cependant, les activités Met-pNA de
I'ouvrier et du petit soldat sont supérieures a celle du
champignon symbiotique (Figure 4).
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Figure 4: Etude comparative des activités Asp-pNA et Met-pNA du
champignon, des castes neutres du termite Macrotermes
subhyalinus et de la meule.

Les dosages d'activités protéasiques ont été faits en
milieu alcalin comme décrits dans la partie «Matériels et
méthodes».

6. Compétitions mutuelles entre substrats acyl-
pNA fortement hydrolysés par l'ouvrier et son
champignon

Les substrats acyl-pNA fortement hydrolysés par les
extraits bruts enzymatiques de l'ouvrier du termite
Macrotermes subhyalinus et de son champignon sym-
biotique Termitomyces sp. sont la Leu-pNA, I'Ala-pNA,
Met-pNA, BA-pNA, 'Arg-pNA, la Lys-pNA et la Phe-
pNA. L'étude de compétitions mutuelles entre ces dif-
férents substrats au niveau de chaque source enzy-
matique (champignon et ouvrier), nous a donné les
résultats consignés dans le tableau 1. Les résultats
obtenus avec les deux sources enzymatiques sont
identiques.

Discussion

Les castes neutres du termite Macrotermes subhyali-
nus, leur champignon symbiotique et leur meule ne
sont pas capables d’hydrolyser les substrats chromo-
géniques acyl-pNA testés en milieu acide. Par contre,
en milieu alcalin, certains d’entre eux sont clivés par
les protéases de ces mémes sources enzymatiques
ce qui nous permet de penser qu'il n’existe pas chez
ces matériels biologiques de protéases acides
capables d’hydrolyser ces différents substrats a pH
5.0. Il existe des protéases alcalines capables d’hy-
drolyser certains de ces substrats. Parmi ceux qui
sont clivés par ces différentes sources enzymatiques,
nous avons constaté que l'ouvrier possede des activi-
tés protéasiques plus élevées que celles des soldats.
Chez ces derniers, les petits sont plus actifs que les

Tableau 1

Compétitions mutuelles entre les substrats acyl-pNA fortement hydrolysés par I'ouvrier et le champignon

Substrats Leu-pNA Ala-pNA Met-pNA

BA-pNA

Arg-pNA Lys-pNA Phe-pNA

Leu-pNA — +
Ala-pNA - -
Met-pNA +
BA-pNA -
Arg-pNA -
Lys-pNA -
Phe-pNA -

Champignon

Quvrier

+ et — signifient respectivement hydrolyser par un site commun et aux moins deux sites distincts d’hydrolyse dans I'extrait brut enzy-

matique.

Les dosages des activités protéasiques ont été faits en milieu alcalin comme décrits dans la partie «Matériel et méthodes».
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grands. Ces résultats s’apparentent a ceux trouvés
chez les espéces de termite de la sous famille des
Macrotermitinae au niveau des glycosidases (7, 12,
13). Ces différences d’activités enzymatiques peuvent
étre dues a la présence de substances toxiques
défensives chez les soldats. Ces substances sont des
quinones (18). En se basant sur cette hypothese,
nous pouvons dire que ces cOmposés toxiques exer-
cent une forte inhibition sur les activités trypsiques
révélées par I'Arg-pNA et le BA-pNA et sur I'activité
Asp-pNA. En effet, avec l'ouvrier, nous avons une
activité trypsique trés intense, ce qui n'est pas le cas
chez les soldats surtout chez le grand soldat dont le
réle essentiel dans la termitiére est de défendre la
population (6). Les activités enzymatiques de I'ouvrier
sont généralement supérieures a celles du champi-
gnon lorsque les deux sources enzymatiques posse-
dent les mémes activités sauf dans les cas des activi-
tés Phe-pNA et Asp-pNA. L'étude de compétitions
mutuelles entre les substrats acyl-pNA exprimant I'ac-
tivité trypsique, c’est-a-dire I'Arg-pNA, la Lys-pNA et le
BA-pNA nous a montré tant chez le champignon que
chez I'ouvrier que ces 3 substrats sont hydrolysés par
un site commun. Ce qui nous fait penser a I'existence
d'une seule enzyme responsable de ces activités
hydrolytiques dans chaque extrait brut enzymatique.

Les substrats Gly-pNA et Pro-pNA sont hydrolysés par
le champignon symbiotique, tandis que I'ouvrier n’hy-
drolyse pas le Gly-pNA et clive faiblement la Pro-pNA.
Ces résultats indiquent que les enzymes respon-
sables de ces activités hydrolytiques sont présentes
chez le champignon symbiotique mais absentes chez

les castes neutres du termite Macrotermes subhyali-
nus. Le champignon n’est donc pas capable de sécré-
ter dans les tubes digestifs des castes neutres du ter-
mite, les enzymes responsables de ces activités
protéasiques.

Les différentes sources enzymatiques testées hydro-
lysent fortement le substrat Leu-pNA. Cependant,
elles sont sans effet sur I'lle-pNA et le Nac-Leu-pNA
qui sont des substrats obtenus a partir du Leu-pNA.
En effet, ces substrats sont obtenus a la suite de sub-
stitution de groupements chimiques tels que le
méthyle et I'acétyle sur la leucine. L'enzyme respon-
sable de I'activité Leu-pNA ne reconnait pas la leucine
lorsqu’elle est substituée.

La présence d'activité Met-pNA obtenue au niveau
des différentes sources enzymatiques testées est tres
prometteuse. Cette enzyme, si elle est trés spécifique
du résidu méthionyle, va permettre une certaine inno-
vation dans I'hydrolyse des liaisons peptidiques ou se
trouve engagée la méthionine. En effet, pour hydroly-
ser ce type de liaison peptidique, on a recours le plus
souvent au bromure de cyanogéne (CNBr) qui est un
produit trés toxique et dont la manipulation recom-
mande beaucoup de précautions. L'étude de compéti-
tions mutuelles entre les substrats leu-pNA et Met-
pNA, nous a montré que dans les différents extraits
bruts enzymatiques, ces deux activités protéasiques
seraient produites par la méme enzyme. Ce qui ne
ruine totalement pas notre espoir, car une purification
suivie de caractérisation physico-chimique de cette
enzyme, pourra nous situer sur les conditions d’utili-
sation de ces potentialités hydrolytiques.
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