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LA SYMBIOSE BACTERIENNE
INTRACELLULAIRE CHEZ LA

BLATTE, B. GERMANICA
(Avec 24 fig. et 6 tableaux)

PAR

Gerard de HALLER

INTRODUCTION

Une litterature extremement abondante a ete consacree ces

dernieres annees ä la Symbiose. Je me bornerai ä rappeler en

quelques lignes les aspects generaux de cet interessant chapitre
de la biologie.

Symbiose.

La Symbiose est la vie en commun permanente de deux

organismes specifiquement distincts, dont les besoins et les

fonctions se completent et se satisfont mutuellement. II peut y
avoir Symbiose de deux vegetaux, comme le champignon et

l'algue qui l'orment le liehen, les legumineuses et les bacteries

que contiennent les nodosites de leurs racines, de nombreuses

plantes herbaeees ou ligneuses et leurs mycorhizes. On trouve
aussi des symbioses entre deux especes animales. Ainsi les

Termites et les flagelies de leur intestin, les ruminants et les pro-
tozoaires de leur panse vivent en symbiose. L'association peut
reunir un animal et un representant du regne vegetal. Teiles

sont toutes les symbioses ä algues, champignons ou bacteries,
dans tous les embranchements du regne animal. Chacun

connait les Zoochlorelles qui vivent dans le protoplasme de

certains protozoaires, Celles qui donnent sa couleur a l'Hydre
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230 LA SYMBIOSE BACTERIENNE INTRACELLULAIRE

verte. Les Termites et certaines Fourmis portent en eux des

champignons, qu'ils cultivent d'ailleurs dans leurs termitieres
ou leurs fourmilieres, ee qui constitue un aspect interessant de

la Symbiose. Des bacteries se trouvent en Symbiose chez des

vers, des mollusques, des vertebres. Enfin de nombreuses

especes d'insectes vivent en svmbiose avec des bacteries,
souvent aussi avec des levures.

C'est de Bari qui en 1879 introduisit la notion de Symbiose.
Ce mot delinissait alors toute vie en commun et englobait le

parasitisme, la symbiose vraie et le commensalisme. En fait,
on ne saurait separer nettement la symbiose du parasitisme et
du commensalisme. II est des cas de parasitisme oü l'höte est
si bien immunise contre les effets nocifs de son parasite qu'il
en Supporte la presence sans dommage. De son cöte, le
commensalisme n'est pas toujours indifferent: le pagure et l'actinie
profitent Tun et l'autre de leur association, qui se rapproche
ainsi d'une symbiose. Inversement la symbiose est-elle toujours
avantageuse pour les deux partis N'est-elle pas en quelque
sorte un parasitisme reciproque, voire un parasitisme simple,
avec immunisation d'un des partenaires II y a aussi des svm-
bioses plus ou moins inutiles ou facultatives. Que sont-elles
d'autre qu'un simple commensalisme

En 1933, Ries proposa trois conditions, qui reunies, defini-
raient une symbiose vraie:

1. Regularity du phenomene. Chaque individu de l'espece
höte est porteur de symbiotes, les symbiotes n'existent
jamais en dehors de l'höte. Autrement dit, on ne rencontre

jamais Tun des partenaires sans l'autre;
2. Localisation des symbiotes dans une region precise de l'höte,

modifiee ä cet effet, et constituant un organe speci-
f i q u e ;

3. L'höte presente une adaptation speciale pour la
transmission des symbiotes ä ses descendants.

Ce triple critere eviterait toute confusion avec le parasitisme.
Toutefois, on n'y fait pas mention de l'utilite de l'association,
qui permettrait de distinguer la symbiose du commensalisme.

Pour etablir sürement le fait d'une symbiose, il faut, ä mon
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avis, sinon connaitre le röle de chaque partenaire, du moins

etre sür qu'une utilite reciproque existe.

Je m'en tiendrai lä quant aux considerations generates.

Les traites de Caullery, Steinhaus, Buchner, et les nom-
breux articles de Koch, Töth, Fraenkels, Glaser et de bien

d'autres encore font etat de tous les problemes de la Symbiose

et de toutes les connaissances acquises jusqu'ici ä son sujet.
Le but du present travail n'est que de fouiller un cas precis, et
d'ailleurs special, parmi une categorie determinee de symbioses.

Endosymbiose.

On parle d'endosymbiose lorsque Tun des partenaires vit
completement ä l'interieur de l'autre. L'espece habitee est en

general beaucoup plus evoluee que l'espece habitante. La flore

intestinale de tous les animaux en est un exemple. On appelle
h 6 t e s les individus habites, et symbiotes ou sym-
biontes1 les habitants, souvent en tres grand nombre

a l'interieur d'un seul höte. Remarquons que l'höte ne se laisse

jamais envahir par ses symbiotes. II en controle constamment
le nombre qui ne depasse jamais une certaine limite.

Symbiose intracellulaire.

Lors de sjmbioses intracellulaires, les symbiotes se trouvent
ä l'interieur meme des cellules de l'höte. Citons entre autres la

symbiose photogene dans les organes lumineux des Pyrosomes
et des Cephalopodes.

Dans leur grande majorite les symbioses intracellulaires
des Insectes remplissent les trois conditions de Ries et pour-
raient done etre considerees comme des symbioses vraies.

1 Faut-il dire symbiote ou symbionte Les anglais et les alle-
mands emploient le terme «Symbiont». La plupart des auteurs
frangais parlent de symbiotes, quelques-uns de symbiontes. L'origine
du mot symbionte estle participe present grec «aupßKov, cn>|ji.ßtovTo<;».

Mais il est possible de former le substantif «aopßuoTi)? », dont on peut
tirer le mot symbiote. Les deux formes ont done leur raison d'etre.
Par analogie avec les auteurs frangais, nous emploierons le terme
de symbiote.
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Dans de nombreux cas les symbiotes sont localises dans l'in-
testin. Un exemple connu de longue date nous est fourni par
un predateur des cereales, Sitodrepa panicea *, de la famille des

Anobiidae. Ce Coleoptere porte des levures symbiotiques dans

des coecums speciaux de la partie anterieure de son intestin

moyen. Dans l'epithelium unistratifie de ces coecums, on voit
de place en place une cellule fortement hypertrophiee et bourree
de levures. La transmission des symbiotes aux descendants de

l'insecte est assuree de la maniere suivante: l'appareil de ponte
est pourvu de deux paires d'ampoules, de « reservoirs >> ä levures,

qui au moment de la ponte, deversent des symbiotes sur les

ceufs. La larve s'« infecte » au moment de l'eclosion en devorant
la coque de son ceuf.

Tres souvent les symbiotes sont loges dans un organe isole,

appele mycetome. II est en general spherique ou plus ou
moins allonge. Ses cellules, ou mycetocytes, — b a c -

teriocytes s'il s'agit de symbiose bacterienne — sont

particulierement grosses. Les symbiotes occupent entierement
leur protoplasme, ne laissant de place qu'au noyau. Les myce-
tomes sont toujours pourvus d'un reseau tres dense de trachees

assurant la respiration des symbiotes.
Tel est le cas chez un insecte de la famille des Silvanides,

Orizaephilus surinamensis. Repandu actuellement sur tout le

globe, cet habitant indesirable des magasins de vivres et de

tabac vivait ä l'origine dans les pays tropicaux, sous l'ecorce
des arbres. II possede quatre mycetomes ovales, dont deux sont
situes dorsalement, au-dessus de 1'intestin, accolles Fun ä

"autre. La deuxieme paire est ventrale, ä gauche et ä droite
de la chaine nerveuse. Chez Orizaephilus, comme chez bien
d'autres insectes, les larves ne sont pas contaminees apres
l'eclosion, mais les symbiotes penetrent dans les ceufs ä l'inte-
rieur meme de l'ovaire, dejä bien avant la ponte. lis participent
ensuite au developpement au meme titre que les propres cellules
de l'embryon. Dans d'autres cas, les symbiotes sont transmis

par le male. Les bacteries envahissent le testicule et se melent

au sperme. Elles penetrent dans l'oeuf par le micropyle, apres
la fecondation. (Certaines Bostrychides.)

1 Parfois appele Sitopreda panicea, notamment par Henneguy.
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Enfin il existe des mycetomes diffus, si l'on peut
dire, dont les mycetocytes sont disperses dans un organe
ordinaire de l'insecte. C'est ainsi que chez les Blattes, nous
trouvons des bacteries symbiotiques dans certaines
cellules eparses du corps adipeux.

Deux ou plusieurs especes de symbiotes intracellulaires peu-
vent se trouver en meme temps chez un insecte. Les ceufs sont
alors infectes par tous les symbiotes ä la fois, mais ceux-ci se sepa-
rent par la suite et occuperont dans Phöte des cellules differentes.

La symbiose existe surtout chez les insectes ä nutrition
cellulosique et chez les suceurs de seve ou de sang. Elle ne se

trouve qu'exceptionnellement chez des omnivores, tels que les

Blattes et les Fourmis. Ce sont les Rhynchotes et les Coleopteres

qui en presentent le plus grand nombre. Les Dipteres en ont
moins, et les Lepidopteres, les Thysanopteres, de meme que les

Apterigotes en sont depourvus. On ne connait aucun cas certain
de symbiose lumineuse ou excretrice chez les Insectes.

Tous les degres se presentent, montrant selon Stammer, le

chemin que la symbiose a du suivre au cours du temps en se

perfectionnant. Des cultures de champignons des

Termites et de bien d'autres especes, on passe ä la f 1 o r e

intestinale libre dans le lumen de l'intestin, presente
chez tous les insectes. Puis on assiste ä la formation de c o e -

c u m s speciaux contenant cette flore (de nombreux Hete-

ropteres suceurs de seve); plus loin les symbiotes ont penetre
dans les cellules de la paroi des coecums (Ano-
biides, Buprestides, larves de Cerambycides). Les Aphanides
en presentent aussi bien dans le lumen que dans les cellules

epitheliales des coecums. Enfin les coecums se detachent de

l'intestin, penetrent dans la cavite generale et forment ainsi les

mycetomes. Les symbiotes n'ont alors plus aucun contact
avec l'intestin. Ce deplacement s'observe parfois pendant la vie

embryonnaire, precise Stammer, et chez les Lygaeides un canal
etroit rattache encore le mycetome ä l'intestin. Ce canal n'est

plus qu'un mince cordon chez les Acanthosomides.
On observe des symbioses en regression, en quelque

sorte decadentes. Ainsi les bacteriocytes epitheliaux de

l'intestin des Fourmis sont parfois vides de symbiotes.
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Le role d'une endosymbiose intestinale est relativement
facile ä determiner. II s'agit dans la plupart des cas d'un role

digestif, par exemple chez les insectes xvlophages de la
degradation de la cellulose L II est interessant de noter que, chez

les Termites, les grands Flagelies symbiotiques intestinaux
contiennent eux-memes des bacteries symbiotiques dans leur
protoplasme. On pourrait parier d'hypersymbiose.

La fonction des mycetomes est beaucoup plus malaisee ä

definir, et, ä plus forte raison, celle des mycetomes diffus. Nous

en reparlerons en etudiant le role de la Symbiose des Blattes.

ORIGINE ET PHYLOGENIE DE I.A SYMBIOSE.

Si nous connaissions l'origine de la Symbiose, nous en com-
prendrions peut-etre mieux le sens. Mais nous sommes reduits ä

formuler des hypotheses.
Comment ne pas penser qu'il s'agissait au debut d'une

presence de micro-organismes parasites dans le corps des insectes

Une immunisation se serait produite une fois, qui aurait change
ce parasitisme en commensalisme. Ce n'est que plus tard que
l'insecte se serait mis ä profiter d'une fonction quelconque des

microbes, comme par exemple la production de vitamines.
Cette action des micro-organismes aurait alors permis ä

l'insecte soit de changer ses habitudes, par exemple de ne plus se

nourrir que de substances pauvres en vitamines, soit de supporter
des modifications des conditions exterieures. Ces change-

ments exterieurs, devenus permanents, auraient rendu
indispensable la presence des parasites. Les individus depourvus de

microbes auraient alors disparu.
Le mode de transmission des symbiotes de generation en

generation pose un probleme plus ardu. L'existence chez l'höte
d'appareils parfaitement adaptes ä cette fonction ne peut que
nous prouver la tres grande anciennete de ces symbioses. On

trouve d'ailleurs des symbioses dans des groupes tres evolues
aussi bien que dans des groupes primitifs.

La presence des mycetomes eux-memes est une enigme. Ces

organes specifiques ne sont pas «induits » chez l'embryon par
1 De recentes recherches ont toutefois prouve que l'insecte peut

produire lui-meme la cellulase necessaire ä la digestion du bois.
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les symbiotes. Iis ne sont pas comparables aux galles des vege-

taux, produites par un parasite. En eflet, nous verrons qu'ils
se developpent meme en absence de micro-organismes, que

meme des especes sans Symbiose en possedent (certaines Four-

mis, une espece de Charanfon). Doit-on penser alors que le

mycetome n'est qu'un Organe banal que le symbiote choisit

parce qu'il lui convient le mieux Non. Les mycetomes vides

doivent avoir perdu leurs symbiotes. II faut les considerer

comme des reliquats; ou alors, s'ils n'ont jamais contenu de

symbiotes, il s'agirait, selon l'expression de Cuenot, d'un
cas de preadaptation. On peut seulement deduire de ces exceptions

que les symbioses peuvent avoir disparu plus ou moins

completement, done qu'elles peuvent perdre leur utilite.
Le cas des Blattes est interessant. On sait que les Blattes

et les Termites (ou Isopteres) sont deux rameaux issus d'une

meme souche. Grasse en fait deux ordres — Dictyopteres et

Isopteres — du super-ordre des Blattopteroides. La separation
des deux phylums se serait faite au debut du Carbonifere L

II existe actuellement parmi les Isopteres une espece
« relique >>, Mastotermes darwiniensis, qui vit en Australie. Or

ce Termite primitif presente une Symbiose bacterienne en tous

points identique a celle des Blattes. Localise dans les cellules

du corps adipeux visceral, le symbiote se transmet par l'ovaire.
De nombreux autres caracteres confirment cette similitude.
On ne peut douter qu'il s'agisse bien lä de la meme symbiose,
et on doit en conclure qu'elle existait dejä chez l'ancetre com-

mun aux deux ordres. (Le fait que Koch ait trouve des bacte-
ries Gram-negatives chez Mastotermes ne signifie rien; cela

provient probablement de la longue conservation ä l'alcool

1 A la suite de ses recherches sur la repartition des trachees dans
les fourreaux alaires de la nymphe des Termites, Tillyard a fait
remarquer en 1931 que les nervures considerees jusqu'ici comme
anales dans les ailes aussi bien des Termites que des Blattes ne sont
en reality chez les Termites que des rameaux de la Cubitale et qu'on
ne peut pas considerer le lobe anal de l'aile des deux groupes comme
homologue. Grasse admet cependant que cette difference, due peut-
etre a des modifications de croissance regionales des nervures, « ne
s'oppose pas ä l'idee d'une filiation des Termites ä partir des Blattes
ou, ce qui selon nous a plus de chances de correspondre ä la realite,
a partir d'un ancetre commun aux deux phylums ».
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subie par les insectes que l'auteur avait ä sa disposition.
Glaser signale, en effet, que les symbiotes de Blattes devien-
nent Gram-negatifs apres la mort de l'insecte.)

LA SYMBIOSE BACTERIENNE INTRA-CELLULAIRE DES Bl.ATTES.

Les Blattes possedent des parasites, une flore intestinale;
je ne m'en occuperai pas ici. C'est l'enigme posee par la
Symbiose bacterienne de leur corps adipeux que je veux
etudier. Les corpuscules consideres comme symbiotes sont-ils
vraiment des bacteries Pendant longtemps on leur a applique
le terme de « bacteroides », qu'en 1885 Brunciiorst avait cree

pour VAzotobacter des nodules de la racine des Legumineuses;
et pendant longtemps on a hesite sur leur nature. Si ce sont des

bacteries, s'agit-il reellement d'une symbiose Quel est le sens

de cette association Les deux partenaires peuvent-ils etre

separes Quelles en seraient les consequences
Le premier chapitre, theorique, dece travail me per-

mettra de cerner ces divers problemes de plus pres, grace aux
nombreux ouvrages parus.

Le chapitre 2 est consacre ä la description des

organes de la Blatte qui contiennent les symbiotes, et ä celle

des symbiotes eux-mernes.
Dans le troisieme chapitre, je fais part de mes essais d'i s o -

lement du symbiote, par trois methodes: la culture
du symbiote, la greffe et l'explantation d'organes symbiotiques.

Les experiences d'isolement de l'hote font
l'objet du chapitre 4.

Enfin j'indique dans une annexe les quelques donnees que
j'ai pu recueillir quant aux repercussions sur l'hote
de l'absence des symbiotes.
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CHAPITRE PREMIER

La symbiose intracellulaire de la Blatte.
Historique.

A. Les corpuscules de Blochmann.

En 1887, Blochmann signala la presence de corpuscules
en forme de bacteries dans les tissus et les ceufs de

divers insectes. II les etudia specialement chez les Blattes.
Leur forme, leur mode de multiplication et leur comportement
vis-ä-vis de differents reactifs l'amenerent ä les considerer

comme des Bacilles. II les trouvait regulierement, sous forme
de bätonnets de 6 ä 8 p. de longueur, d'une part dans les ceufs,

d'autre part dans les cellules centrales du corps adipeux. Ces

dernieres en etaient bourrees au point que seuls leur noyau et
leur membrane etaient encore visibles. Toutefois e'est en vain

que Blochmann chercha ä cultiver ces organismes. Korschelt
et Cue not signalerent egalement ces corpuscules enigmatiques.

Leur localisation dans le corps adipeux
fut precisee par Frankel (1918). Les cellules contenant les

bacteries, les bacteriocvtes, ne presentent jamais ni
les gouttelettes de graisse, ni les concretions d'urates, que ren-
ferment les autres cellules du corps adipeux. Elles sont rangees,
chez Periplaneta orienlalis, sur une ligne, longitudinale par
rapport aux lobes adipeux. Blatella germanica presenterait trois
ou quatre de ces lignes, qui peuvent atteindre le nombre de

vingt chez d'autres especes. Chez Blatta aethiopica, les
bacteriocvtes sont au contraire disperses sans ordre dans le corps
adipeux. Enfin, on peut aussi trouver les micro-organismes
masses tous ensemble dans un lobule de cet organe. Ces bacterio-

cytes ne se trouvent jamais ä la surface du corps gras. Iis sont

toujours recouverts d'une couche au moins de cellules adipeuses,
sauf au contact des gonades, qu'ils cotoient directement. On en

trouve meme parmi les cellules conjonctives qui tapissent ces
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organes (Mercier, 1907; Gier, 1936). C'est ce qui permet la
transmission des symbiotes aux descendants. En effet, si chez

les males Ton ne trouve jamais de bacteries dans les testicules.
dans l'ovaire des femelies, en revanche, les ovocytes en

sont couverts.
Mercier decouvrit des symbiotes dans les cellules de la

gaine ovarienne, puis dans des cellules folliculaires. Blocii-
mann avait dejä Signale le passage des bacilles du corps adipeux
dans les oeufs. Wheeler, en 1889, montra que les ovocytes
jeunes presentent ä leur surface une couche mince de ces micro-

organismes, alors que chez les ovocytes plus äges, les symbiotes
sont beaucoup plus nombreux et forment des amas epais

repoussant la couche des cellules folliculaires. Dans les ovules

mürs, ils se trouvent par paquets dans des enclaves du cyto-
plasme. Wheeler les vit egalement sur des coupes et des

frottis d'embryons. Selon Frankel, la contamination des oeufs

a lieu lorsque ceux-ci ont 0,13 mm de long, pour P. orientalis.
Les bacteries passeraient entre les cellules folliculaires, puis se

rangeraient en une couche superficielle tout autour de l'ceuf.
et en epaisses calottes ä chacun de ses poles.

C'est le cas chez toutes les Blattides, sauf chez B. germanica
oil il n'y a, outre la couche superficielle, qu'une petite calotte
ä l'un des poles. Apres que la membrane de l'ovocvte s'est

dissoute en un endroit. les symbiotes penetrent dans le proto-
plasme. Chez Heterogomia aegyptica, ils penetrent par les poles,

grace ä de profonds replis creuses dans le protoplasme. Koch
decrit le comportement des symbiotes pendant le develop

p e in e n t embryonnaire de la fa<?on suivante:
A la fin de la croissancc de l'ccuf, on trouve les bacteries groupees
en ilots dans le protoplasme superficiel, tout autour de l'ceuf.

Au debut du developpement, elles se deplacent toutes vers la
face ventrale oü elles se groupent autour de certains noyaux,
emigres ä la surface. Lorsque la ligne primitive est achevee,
les symbiotes sont repartis juste au-dessous d'elle, dans le

vitellus. Plus tard, on les retrouve au centre de l'ceuf, en un amas

irregulier. Apres l'apparition des segments, de l'intestin ante-
rieur et posterieur et des appendices, les bacteries quittent le

vitellus, gagnent la cavite abdominale, oü elles penetrent dans
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certaines cellules du tissu adipeux. Ces cellules se distinguent
d'avance par leur noyau enorme et par la limpidite de leur pro-
toplasme. Les bacteriocytes s'enfoncent alors dans la profon-
deur du corps adipeux, s'y accroissent et se multiplient par
amitose. Heymons pense qu'il pourrait s'agir d'un mouvement
actif de la part des bacteries.

Le nombre de ces micro-organismes double en dix
jours chez l'embryon et la larve jeune. Des le Stade de la maturity

de l'insecte, et jusqu'ä sa mort, il diminuera, sauf dans les

ovaires.

Quant ä la forme de ces symbiotes. eile peut varier.
lis sont beaucoup plus longs chez les adultes, et notamment
ches les males, que chez les larves. D'apres Frankel, leur

longueur A'arie entre 1,6 et 9 p.. On trouve des formes ovoides, ou
des bätonnets plus ou moins longs, legerement courbes, selon

l'äge et selon l'etat de nutrition de l'insecte. lis prennent dans

l'oeuf la meme forme courte, ovoide, qu'ils ont lors de l'inanition
de l'hote. Steinhaus, citant differents auteurs, indique qu'ils
existent parfois aussi sous forme de courtes chainettes. Leur
endoplasme contient des vacuoles. L'inanition de la Blatte,
ajoute-t-il, fait diminuer leur nombre et leur fait prendre une
forme renflee aux extremites. Mercier pretendait qu'ils
forment des spores, ce qui a ete confirme par Gropengiesser,
mais conteste par Javei.ly. Töth, en 1946, a signale la
presence de plusieurs formes differentes de symbiotes dans le

corps adipeux d'un meme individu. Les contradictions entre
divers auteurs s'expliquent done par cette variete de formes.

Gropengiesser (1925) suppose meme que ce n'est pas toujours
la meme espece qui vit en Symbiose avec un höte determine.
Les bacilles peuvent d'ailleurs, comme il l'a constate, etre

remplaces dans les bacteriocytes par des levures.

B. Nature des corpuscui.es de Blochmann.

La nature bacterienne de ces organismes a ete longtemps
contestee. Cuenot, Prenant, Bouin, Maillard, entre autres,
les consideraient comme des produits du metabolisme. Henne-
guy les comparait ä certains cristalloides qui se trou-
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vent parfois dans les tubes de Malpighi. Schneiuer les prenait
pour des mitochondries. Mais Bi.ochmann, Forbes,
Mercieb et bien d'autres se prononcent pour la nature
microbienne des symbiotes, se basant pour cela sur leur
examen microscopique, sur diverses experiences (culture des

symbiotes, action d'antibiotiques, etc.) et sur des theories que
nous examinerons plus loin.

Mii.ovidov (1928) et Koch (1930) niontrerent que les corps
de Blochmann ne sont pas des mitochondries. Ces auteurs
purent en effet colorer separement symbiotes et mitochondries
dans les bacteriocytes. Ce ne sont pas non plus de simples pro-
duits du metabolisme, car on distingue en eux un ectoplasme,
tres colorable, un endoplasme, contenant des vacuoles et des

granulations, et Ton voit meme des divisions se produire
(Buchner). Wolf, en 1924, decrit des micro-organismes sym-
biotiques ä granulations, et d'autres qui en sont depourvus
(sans compter de petites bacteries en forme de grains, dans

toutes les cellules du corps adipeux, mais qui sont sans rapport
avec la symbiose). En 1927, Neukomm les colore ä la safranine,
an violet de gentiane, au liquide de Ziehl, au bleu de methylene
phenique, etc. II traite des Blattes aux rayons UV. Au cours
de toutes ces operations, les symbiotes se comportent comme
des bacteries. Enfin, Glaser les decrit, en 1930, de la maniere
suivante: «L'examen microscopique montre des organismes
pleomorphes, semblables ä des bacteries, que leurs caracteres
feraient placer dans le genre Corynebacterium (diphteroides):
sans capsules, immobiles, ils sont Gram-positifs, non acido-
resistants. Leurs dimensions vont de 2 ä 5 p de long sur 0,5 ä
1 p de large. On trouve des formes coccoides de 0,5 ä 1 p de

diametre. et egalement des formes de bourgeonnement. Dans
les oeufs et les embryons, les formes courtes ou coccoides se

trouvent plus frequemment que les autres. » (Traduction libre.)
Hollande et Favre (1931) donnent egalement une description
de ces organismes.

Leur apparence sous le microscope et leur fa^on de

se colorer, de meme que leurs reactions ä des agents exterieurs
semblent done bien indiquer qu'il s'agit de bacteries. Une preuve
en est d'ailleurs fournie, me semble-t-il, d'une maniere irrefu-
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table, par une experience interessante que Brues et Dunn
firent en 1945: ils injecterent de la penicilline ä des Blattes de

grande taille, Blaberus cranifer, et constaterent une forte
diminution, voire la disparition complete des symbiotes. Quels

autres organismes que des Bacteries auraient presente une

reaction aussi nette Citons en passant une autre experience

prouvant indirectement que les corpuscules de Blochmann sont
des organismes distincts de leur höte. Neukomm, en 1932, ino-
cule ä des lapins, d'une part du tissu adipeux debarrasse de ses

symbiotes, d'autre part une suspension pure de «bacteroldes »

symbiotiques. Les serums presentent alors des anticorps
differents, ce qui prouve que les antigenes proviennent
d'organismes differents.

Plusieurs auteurs aflirment avoir c u 11 i v e sur milieu
artificiel les bacteries symbiotiques de la Blatte. Mais nombreux
furent ceux qui s'y sont vainement efforces. Mercier, le

premier, annomja en 1906 la reussite d'une culture de ces bacilles

— qu'il appela Bacillus cuenoti — sur bouillon, gelatine, gelose,

pomme de terre glycerinee, lait. Une tres vive reaction se pro-
duisit toutefois de la part de nombreux chercheurs qui crurent
ä une erreur d'interpretation. (Javei.ly, 1914; Glaser, 1920;

Hertig, 1921, etc.) Neukomm expliquait leurechec — il n'avait
lui-meme pas obtenu de culture — en disant que le milieu
symbiotique est tellement complexe et special qu'un milieu
artificiel ne peut en aucun cas convenir ä des bacteries adaptees
ä la symbiose. Pourtant, en 1925, Gropengiesser affirme ä

son tour avoir reussi cette culture sur agar nutritif, dans des

conditions tres semblables ä Celles de Mercier. Plus recemment

encore, Glaser (1930), qui en 1920 niait la possibility de

cultiver ces symbiotes, attribua tous les echecs precedents ä

un manque de perseverance de la part des chercheurs. II avait
en effet obtenu des cultures apres repiquage des premiers
milieux inocules, sur un deuxieme milieu. II utilisait un
melange d'agar (10 p.), de sang defibrine de cheval (3 p.) et d'une
solution de dextrose ä 10% (2 p.). II en conclut qu'il fallait
aux bacteries un certain temps pour s'adapter aux milieux
jrrtißciels. II baptisa le bacille Corynebaeterium periplanetae.
Mais lä encore il y eut contestation. En 1937, Gier, ayant
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echoue lui-meme dans toutes ses tentatives, pensait que tons
les resultats soi-disant positifs n'etaient dus qu'ä des infections
accidentelles. Gubler (Zurich, 1947) a essaye ä nouveau
toutes les methodes classiques pour cultiver ces symbiotes
« in vitro » et « in vivo » sans y parvenir. Enfin, dernierement,
Keller (1950) dit avoir reussi la culture des symbiotes de la

Blatte sur un milieu d'agar-agar contenant de l'acide urique.
Malgre une difference morphologique, la reaction serologique
semblait confirmer l'identite des organismes cultives et des

symbiotes. Keller les nomma Rhizobium uricophilum.
S'il est done difficile, ä la seule lecture de ces rapports contra -

dictoires, de se faire une opinion categorique quant ä la possibility

de cultiver les corps de Blochmann, on est au contraire
en droit d'admettre avec certitude qu'il s'agit bien de bacteries.
Tous les auteurs sont actuellement d'accord sur ce point.

C. Symbiose, commensalisme ou parasitisme

Cette presence de bacteries dans le corps adipeux des Blattes
n'est pas pathologique. Les Blattes n'en souffrent nullement. Les
cellules atteintes se modifient, certes, elles ne se divisent plus

que par amitose, mais 1'organe meme n'est pas altere. Le parasite

est-il done inoffensif ou l'hote est-il immunise S'agit-il
d'un simple commensalisme Prenons en consideration les

criteres de Bies (voir page 230). La premiere condition
est incontestablement reinplie: la presence des symbiotes
est reguliere. On ne trouve jamais de Blatte sans ces

bacteries ni de bacteries de cette espece ailleurs que dans une
Blatte. D'autre part, je crois qu'on est en droit de considerer
les bacteriocytes des Blattes comme un organe specifique. En
effet, chez l'embryon, ces cellules se distinguent des autres par
la grande dimension de leur noyau et la limpidite de leur pro-
toplasme dejä bien avant leur infection par les symbiotes.
Voilä done le deuxieme argument en faveur d'une symbiose.
Qu'en est-il de la troisieme condition Les Blattes n'ont pas
d'organe special pour transmettre les symbiotes ä leurs descendants;

nous ne savons pas si le mouvement des bacteries
pendant l'infection des ovaires est autonome ou s'il est du ä une
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action quelconque de l'insecte. Si l'höte en est responsable, ne
serait-ce que pour une part, la troisieme condition est remplie.
Mais ce point demeure incertain. II s'agirait encore de savoir
si les deux partenaires sont indispensables l'un ä l'autre.

Que la vie des bacteries depende totalement de cette
symbiose ne fait en tout cas pas de doute. La peine qu'on a ä

les cultiver artificiellement le prouve suffisamment; de plus elles

n'ont jamais ete trouvees ailleurs dans la nature. Sans la
reinfection constante des generations successives de l'insecte,
cette espece de bacteries. aurait disparu. Toutefois l'insecte agit
encore sur les bacteries d'une autre maniere moins favorable.
II possede en effet un facteur antibacterien encore inconnu, qui
empeche le nombre de symbiotes de depasser une certaine

limite; on a constate que ce nombre est toujours proportionnel
au poids de l'höte au cours de son developpement (Buchner,
Töth). Mais cette action regulatrice n'est lä que pour pro-
teger l'insecte contre un envahissement general.

II est en revanche tres difficile de dire sil'insecte, ä

son tour, retire quelque avantage de la presence des symbiotes
dans les cellules de son corps adipeux. Le meilleur moyen de

le savoir serait de priver des insectes de leurs bacteries sym-
biotiques; ä ma connaissance cela n'a encore ete obtenu chez

les Blattes que sur quelques individus. Cependant il est interessant

d'apprendre que chez d'autres insectes, tels que les Scara-

bees, par exemple (Koch), l'elimination des bacteries symbio-
tiques n'a aucun effet sur l'höte, qui vit et se reproduit pendant
au moins vingt-cinq generations. Des essais ont ete faits pour
« steriliser» des Blattes, pour les debarrasser de leurs symbiotes.
Brues et Dunn, notamment, procedaient ä des injections de

penicilline. Nous avons dejä cite cette experience. Lorsqu'ils
arrivaient ä faire disparaitre completement les bacteries, les

Blattes mouraient peu apres. Les deux auteurs en concluent

que la presence des symbiotes est indispensable ä l'höte.
Toutefois cette experience n'est pas determinante. Peut-etre les

insectes ne supportent-ils pas l'antibiotique lui-meme et rien

ne permet d'attribuer avec certitude les troubles constates

(liquefaction de la graisse) ä l'absence des bacteries. D'ailleurs
ces essais n'ont ete faits que sur un tres petit nombre d'individus.
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La chaleur a ete utilisee avec plus de succes par Glaser (1946).
Nous en parlerons en detail plus loin.

Sans savoir encore si l'hote peut se passer de ses symbiotes,
nous allons voir quel role physiologique divers auteurs ont
pense pouvoir attribuer ä ces derniers.

D. Role physiologiqve des bacteries symbiotiques.

Les hypotheses qui ont ete faites quant ä la fonction des

symbiotes intracellulaires sont \-ariees. A ma co.nnaissance, le

nombre d'experiences probantes effectuees ä ce sujet sur les

Blattes est fort restreint. De toute fafon, nous serons obliges,

pour examiner ce probleme, de nous adresser ä d'autres groupes
d'insectes, sans oublier pour autant qu'il s'agit peut-etre d'une
tout autre Symbiose.

1. A cause de leur place, ä l'interieur et autour des gonades,
et grace ä certaines observations, on a cru pouvoir attribuer
aux bacteries symbiotiques un röle dans les fonctions
reproductrices. On constate, en efTet, que dans la
generation sexuee du puceron Pemphigus, le male n'a pas de

symbiotes, et que la femelle n'en a que juste assez pour infecter
son unique ceuf. Aschneb et Ries (1932-34) ont fait des

experiences sur des poux qu'ils privaient de leurs symbiotes, soit
en extirpant le mycetome, soit en faisant subir ä l'ceuf une cen-

trifugation. Ces animaux «sterilises»1 vivaient moins long-
temps et leur pouvoir de reproduction diminuait. Les femelles

operees apres l'infection de leur ovaire se comportaient en
revanche tout ä fait normaleinent. Les males, qui perdent unc

partie de leurs symbiotes apres la troisieme mue, supportaient
mieux l'absence de leurs mycetomes. Une injection intrarectale
d'extrait de levure attenuait les consequences de 1'intervention.

Quoi qu'il en soit, est-il permis par analogie avec ce cas,
de supposer que chez la Blatte aussi, les bacteries symbiotiques
ont une influence sur la reproduction Les experiences que
Glaser a publiees en 1946 appuient pleinement cette hypo-
these. Chez toutes les Blattes femelles que l'auteur avait

1 Nous emploierons toujours le mot « sterilise » dans le sens de
« exempt de bacteries symbiotiques ».
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debarrassees de leurs symbiotes par un sejour prolonge ä une

temperature elevee (39°) ou par des injections d'antibiotiques,
les ovaires etaient atrophies. Pour le reste, les femelles ne sem-
blaient nullement souffrir de l'absence des bacteries. Chez les

males, aucune alteration n'etait perceptible. (Voir p. 288 les

reserves qu'il convient de faire au sujet de ces experiences.)
Chez d'autres insectes tels que Pseudococcus citri (selon Fink),
la « sterilisation » entraine des pontes steriles.

2. Les insectes ont besoin de vitamines, Celles du

complexe B, et de certains facteurs de croissance, pour pouvoir
se developper normalement. Toutefois, ces besoins varient d'un

groupe ä l'autre. Si Tribolium, Ptinus et bien d'autres ne

peuvent se passer, dans leur nourriture, des cinq principaux
facteurs du complexe B (thiamine, riboflavine, acide nicoti-
nique, pyridoxine, acide pantothenique), Sitodrepa, Orizaephi-
lus, Lasioderma, par exemple, se developpent facilement en
l'absence d'une ou de plusieurs de ces substances (sauf la
thiamine, indispensable ä tous les insectes). Or les experiences que
Koch, Frankel et Blewett, Pant et Frankel ont faites
de 1933 ä 1950 ont rnontre que des larves de Lasioderma et
Sitodrepa, sitöt privees de leurs symbiotes, cessent tout deve-

loppement s'il leur manque une seule de ces vitamines. La
croissance des insectes reprend des qu'on leur reinocule des

symbiotes. On peut meme faire un echange de symbiotes entre
les differentes especes, leur fonction subsiste. L'absence des

symbiotes peut etre compensee en partie tout au moins par
une adjonction de levure dans la nourriture. Chez Coptosoma,
la croissance ne se fait de toute maniere qu'en presence des

symbiotes. D'apres les etudes de Becker, le developpement
des larves de Hylotrypes, xylophage sans symbiotes, depend
beaucoup plus de la teneur du bois en proteines et en
vitamines B que celui des larves de xylophages porteurs de
symbiotes. Les insectes piqueurs, suceurs de sang ou de seve, ne

trouvent pas dans leur alimentation une dose süffisante de

vitamines. Force est d'attribuer ä leurs symbiotes la mission de

fournir les substances indispensables.
En ce qui concerne les Blattes, Noland, Lilly et Baumann

(1949) ont etudie de maniere systematique leurs besoins en

Archives des Sciences. Vol. 8, fasc. 3, 1955. 17
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vitamines. Iis comparaient des animaux eleves avec une nourri-
ture complete ä des series dont la nourriture manquait d'une
certaine vitamine. Si le developpement des deux series compa-
rees etait identique, ils concluaient que la vitamine en question
n'etait pas necessaire aux insectes, c'est-a-dire que les symbiotes
la leur fournissaient. C'est ainsi que ces auteurs etablirent que
les symbiotes ne produisent en tout cas pas de choline, d'acide

pantothenique ni d'acide nicotinique. Toutefois, les Blattes

peuvent transformer de la beta'ine en choline. Les symbiotes
produisent de la pyridoxine, de la thiamine, de la riboflavine.
En effet, les insectes se passent de ces substances dans leur
nourriture quoique leur developpement se fasse alors plus
lentement. Iis se passent de biotine et d'acide folique, substances

qui sont indispensables ä tous les insectes sans Symbiose ou ä

ceiix qu'on a prives de leurs symbiotes. On peut done supposer
que les symbiotes les produisent en quantite süffisante. En
revanche l'inositol, la vitamine K et l'acide p-amino-benzoi'que
seraient inutiles ä tous les insectes. Mais aucune de ces
experiences n'a ete faite sur des Blattes privees de symbiotes, ce qui
serait le seul critere absolu.

3. Schanderl, en 1941, disait des levures symbiotiques
qu'elles ne produisent pas seulement des vitamines, mais

qu'elles assimilent encore 1' a z o t e moleculaire de

l'atmosphere. Elles auraient ainsi une fonction analogue ä celle
de VAzotobacter des Legumineuses qui capte l'azote atmosphe-
rique et qui fait la Synthese des proteines necessaires ä son hote.
Cette comparaison a souvent ete faite. II faut reconnaitre qu'il
y a des analogies etonnantes entre les symbiotes des Legumineuses

et ceux des Insectes. Peki.o, en 1912, plajait ceux des

Aphidiens dans le groupe de YAzobacter. II retrouva en 1946

cette meme bacterie en symbiose avec le Bostryche (Jps
typography). Son role serait aussi, selon Peklo, de capter l'azote

atmospherique et de faire la synthese des proteines. En 1915

dejä, Cleveland pensa que les Insectes fabriquent eux-memes
leurs proteines. De nombreux Insectes, en effet, se nourrissent
de substances depourvues d'azote ou ne contenant qu'une
quantite de proteines nettement inferieure ä leurs besoins. Cela

ne concerne evidemment pas les Blattes, omnivores, qui
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trouvent dans leur nourriture une surabondance de proteines.
La presence des symbiotes n'est-elle done indispensable que
lorsque l'alimentation de l'höte est pauvre en substances

azotees

Töth. dans ses recents travaux, a cherche a demontrer
cette assimilation d'azote par les symbiotes. Selon Buchner,
dit Töth, l'endosymbiose bacterienne semble etre en rapport
avec une nutrition incomplete de l'höte. En fait, tous les

insectes xylophages ont des symbiotes 1. Or, ils trouvent dans

leur nourriture une quantite insuffisante de proteines, et au

surplus en rejettent une partie avec leurs matieres fecales.

D'autre part, leur quotient respiratoire, qui devrait etre de 1

environ pour ce regime presque essentiellement glucidiqtie, se

trouve etre en realite de 0,86, ce qui indiquerait la presence
de protides dans le metabolisme.

Les grands Flagelles de la flore intestinale des Termites
procedent ä la decomposition de la cellulose (les Termites se

nourrissent essentiellement de bois). Mais pour la transformer
ensuite en acides amines, il faut une source d'azote. L'acces de

l'air vers les mycetomes ou les lobules du corps adipeux etant
toujours assure par un abondant reseau de trachees, les conditions

seraient remplies pour que les symbiotes en captent
l'azote. Reste ä savoir s'ils en sont capables. Becker a publie
en 1943 des experiences qui appuvent cette hypothese. Les
larves d'un Coleoptere, Ergates faber, porteuses de symbiotes,
se passent d'albumines dans leur nourriture. De meme celles

d'un genre voisin, Leptura. Au contraire, celles de Hylotrupes,
qui, lui, est depourvu de bacteries svmbiotiques, ne supportent
pas cette carence. Certaines larves d'Anobiidae, d'autre part,
presentent le meme caractere.

Töth compare les symbiotes aux bacteries de la panse des

Ruminants, qui peuvent, en culture artificielle, capter l'azote
atmospherique. II se refere ensuite aux cultures que Mercier
et Gropengiesser disent avoir faites des bacteries symbio-
tiques de la Blatte. Selon ces deux auteurs, les symbiotes
peuvent etre cultives sur des milieux exempts d'azote; les

1 Remarquons que Becker cite Hylotrupes comme xylophage
sans symbiotes.
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milieux se chargent alors peu ä peu de cet element. Les bacte-
ries assimileraient done l'azote de l'air et le rendraient sous
forme d'un compose ä leur milieu. Gropengiesser precisait
que la proportion d'azote atteignait toujours environ
3 mg/100 ml du milieu, mais ne depassait jamais cette marge,
meme si le milieu en contenait deja precedemment. Mais Töth
n'a jamais effectue ces cultures lui-meme. En revanche, il a pris
des mycetomes de toute une serie d'insectes, et les a maintenus
en survie «in vitro » avec leurs svmbiotes. Par la methode

micro-analytique de Kjeldahl, il mesurait ä intervalles reguliere
la quantite d'azote presente dans l'organe. L'action d'un
« catalyseur », tel que les acides oxalo-acetique, fumarique ou

succinique etait indispensable ä l'assimilation d'azote. Cette
methode me semble critiquable. Elle presente de nombreux
inconvenients, notamment du fait que l'asepsie est tres difficile
ä garder. Les conditions aussi sont bien differentes dans un
liquide physiologique artificiel et « in situ ». D'autre part, si

une augmentation de l'azote est constatee, est-elle vraiment
due aux svmbiotes Enfin le svsteme en survie contient une
forte proportion de composes azotes (de meme que le milieu
interieur de l'insecte surtout en ce qui concerne le corps
adipeux charge d'acide urique. Or, d'apres ce que nous venons
de voir, les bacteries symbiotiques ne capteraient plus d'azote si

le milieu en est richement pourvu (3 mg/100 ml). En 1948,

Töth et Csäky constataient meme une perte d'azote dans les

mycetomes en survie. II y aurait liberation d'azote gazeux ou
d'un compose simple, mais jamais d'ammoniaque L

La mise en survie de tissu adipeux s'avere done inutilisable

pour resoudre ce probleme. Des mesures barometriques dans

des recipients d'elevage fermes n'ont pas davantage indique
une absorption d'azote atmospherique. La pression baisse, mais

la proportion d'azote reste constante ou ne diminue que tres
faiblement. Smith, (Cambridge 1948), a tente de suivre l'assimilation

d'un isotope de l'azote: N15. Cette experience, particulie-
rement interessante, n'a donne que des resultats negatifs. Ce

meme auteur. qui a tente de reproduire les experiences de

1 Töth contredira plus tard cette derniere affirmation.
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Töth, conteste aussi tout gain d'azote dans les milieux de

culture. Enfin, il pense que, contrairement ä l'opinion exprimee

par Töth, les sues vegetaux contiennent une quantite bien
süffisante de composes azotes pour la nutrition des insectes

(il se refere pour cela ä l'analyse du liquide des tubes cribles du

cotonnier, effectuee par Maskell et Mason). C'est certainement
le cas, sinon pour les proteines, du moins pour les acides

amines. Enfin, Chauvin et Noirot ont eleve des Termites dans

une atmosphere oil l'azote etait remplace par de l'argon, sans

que les symbiotes (il s'agit toutefois de la flore intestinale) en
soient affectes.

D'ailleurs, ä la suite de ces echecs, Töth admet que l'apti-
tude des bacteries ä capter l'azote ne doit guere jouer de role
dans la Symbiose, et il elargit son hypothese: les bacteries,
pense-t-il, seraient les agents d'un cycle de l'azote dans

le corps de l'insecte. Elles contribueraient ä recuperer l'azote
des substances de dechet et ä reconstituer des proteines au

moyen de cet azote. Precisons davantage.
4. Les bacteries symbiotiques produiraient une urease,

ferment decomposant l'uree par bydrolyse, pour en former de

l'ammoniaque et du gaz carbonique. (CO (NH2)2 + H20—»-C02

+ 2 NH3.) En effet, lors d'experiences oü Töth maintenait des

symbiotes dans des tissus en survie en presence d'uree ou
d'acide urique, ces cultures degageaient de l'ammoniaque; ce

phenomene cessait apres elimination des bacteries par filtration.
Les symbiotes assimileraient alors eux-memes cet ammoniaque

pour fabriquer les acides amines, les peptides puis les proteines
de leur propre protoplasme. Ce sont enfin les bacteries mortes
qui, absorbees par l'organisme de l'insecte, restitueraient ä

celui-ci, sous forme des proteines de leur protoplasme, les

substances de dechet recuperees. Certains symbiotes, culti-
vables sur milieu sans azote, degradent les composes azotes

(peptone, sulfate d'ammonium, uree, acide urique) si l'on ajoute
ces produits au milieu. On constate d'abord, dit Töth, une forte
synthese de proteines plasmatiques des bacteries, puis un
degagement d'ammoniaque. Des bacteries symbiotiques de

Termites et de Fourmis, meme mortes, agissent encore par leur
urease.
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Toujours selon Töth, cela permettrait de comprendre deux
faits: d'abord la frequente localisation de symbiotes dans les

tubes de Malpighi, ensuite l'absence des tubes excreteurs chez

certains insectes, notamment les Pucerons, dont les mycetomes
serviraient en quelque sorte de reins. Les cellules animales ne

synthetisent jamais d'enzymes qui puissent eliminer les pro-
duits d'excretion. Cette täche incomberait tout naturellement
aux micro-organismes symbiotiques. Les recherches que
Schneider, eleve de Koch, a faites sur les symbiotes de Meso-

rerus marginalus lui ont effectivement montre qu'en culture
artificielle ils decomposent l'acide urique 1 en ammoniaque et
C02. Koch pense qu'il n'y a pas de raison pour que cela se passe
autrement «in vivo». II est probable que dans ce processus
l'elimination des dechets a plus d'importance que la recuperation

de l'azote, en tout cas en ce qui concerne les Blattes.
Par ailleurs, on trouve des svmbioses bacteriennes de

l'organe excreteur chez d'autres animaux, notamment le Lom-
bric, la Sangsue, le gasteropode Cyclostoma. Mais la fonction
peut en etre fort differente.

5. Que Ton suppose chez les symbiotes une production de

vitamines ou de facteurs de croissance, une assimilation de

l'azote atmospherique, une recuperation des composes azotes,

ou que Ton considere la presence des symbiotes comme inutile,
le fait est certain que les nombreux corps bacteriens resorbes

par l'organisme de l'insecte apres leur mort lui sont un a p p o r t
notable de proteines. En effet, Fink trouve sur des

frottis d'organes preleves sur des insectes de tout äge une
proportion de 46,7% de bacteries en degenerescence et de 53,3%
en voie de multiplication. Une recente experience de Graebner
citee par Buchner est plus spectaculaire. II s'agit de l'observa-
tion de symbiotes de Ernobius et de Rkagium selon la methode
de Strugger. Apres coloration par une solution tres diluee

d'acridine orange, le protoplasme vivant se voit vert clair au

microscope ä fluorescence, alors que le protoplasme mort y
apparait rouge vif. Dans les mycetomes que Graebner a

examines ainsi. une partie des cellules ne contiennent que des

1 II s'agirait done d'une « uricase ».
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levures mortes. Plus rarement, il trouvait quelques levures mor-
tes parmi les Vivantes.

6. Buchner, ä la fin de son chapitre sur la Symbiose des

Blattes, attire l'attention sur le fait que les bacteries symbio-
tiques produisent, outre une urease, encore une lipase. Selon

Fink, Celles de Pseudococcus citri, Corynebacterium dactylopii,
qui vivent dans un mycetome separe de l'intestin, fabriquent
encore bien d'autres ferments : une desaminase des acides

amines; des enzymes de transamination; une desmolase, car
elles attaquent aussi les monosaccharides. D'ailleurs, selon la
concentration d'azote dans le milieu, les ferments destructeurs
des sucres peuvent diminuer en faveur des desaminases. II
semble, conclut Koch qui rapporte ces faits, que l'on soit en

presence d'un «Systeme adaptatif de ferments» (adaptatives
Fermentensystem), selon l'expression de Virtanex.

7. Wiggleswortii propose encore une autre hypothese: les

symbiotes produiraient un antibiotique qui preserverait
l'höte de toute infection par d'autres microbes. Actinomyces
rhodnii, symbiote intestinal d'un insecte piqueur, Rhodnius,
secrete des substances antibiotiques. En fait, on ne constate
dans l'intestin de Rhodnius la presence d'aucun autre micro-
organisme.

E. Resume et conclusion de i.'etude tiieoriquk.

La symbiose bacterienne intracellulaire des Blattes est

done dejä bien connue. Nous pouvons affirmer que les corpus-
cules de Blochmann sont des bacteries; qu'on ne les trouve
jamais ä l'etat fibre, ni chez aucun hote different ; que les Blattes
en ont toutes, et cela dans toutes les especes du genre. Mais
leur nombre est limite chez chaque individu ä une proportion
precise. II existe dans le corps adipeux de ces insectes des

cellules speciales, specifiques, les bacteriocytes, qui hebergent
les symbiotes. Les bacteriocytes s'approchent des ovaires et
les bacteries penetrent dans les ovocytes de l'insecte, assurant
ainsi la survivance de leur espece chez ses descendants. Peut-on

parier lä d'un Systeme de transmission propre ä l'insecte et
specialement adapte ä sa fonetion De toute maniere cette



252 I.A SYMBIOSE BACTER1ENNE INTRACELLULAIRE

association a toutes les apparences d'une symbiose vraie. Mais
dans line symbiose vraie, il y a action reciproque des deux

partenaires; l'association est indispensable ä l'un comme ä

l'autre. Or nous ne savons pas d'une maniere certaine si dans
le cas des Blattes la presence des bacteries est utile ä l'insecte.

C'est une symbiose tres ancienne. Ne peut-elle avoir perdu
son utilite et n'avoir subsiste que grace ä l'infaillibilite de son

Systeme de transmission interne Ne faudrait-il pas rechercher
ce qu'a pu etre le role de cette symbiose, plutot que chez les

Blattes, chez leur ancetre du Carbonifere Certaines svrnbioses

sont en regression. Ne sommes-nous pas devant un cas sem-
blable II est de nombreux exemples d'associations inutiles
entre insectes et micro-organismes. L'espece Calandra granaria,
ainsi que l'a montre Mansoub, a une race qui possede des

symbiotes et une autre, la variete aegypta vivant en Egypte,
qui n'en a pas et qui s'en passe fort bien. Kocii a prive certains
insectes, des Scarabees, de leurs symbiotes sans pouvoir cons-
tater de difference dans leur comportement ou leur biologie ä

la suite de cette intervention. II est vrai que de nombreux
auteurs, et Koch lui-meme, ont fait des experiences semblables

sur d'autres especes, et ont obtenu un resultat oppose. Qu'en
est-il chez les Blattes

Les experiences de Glaser permettent de considerer comme

presque certaine Taction des symbiotes dans les fonctions de

reproduction de l'insecte femelle. Celles de Holman, Lilly et
Bau mann font fortement presumer que les bacteries fournissent
certaines vitamines ä leur höte. On peut etre sür en tout cas

que ces micro-organismes constituent pour l'insecte une source

appreciable de proteines. D'oü les microbes prennent-ils l'azote
necessaire ä la Synthese de ces substances, dont est compose
leur protoplasme Nous avons vu que c'est tres probablement
l'acide urique accumule dans le corps adipeux de la Blatte qui
leur sert de source d'azote. Enfin il n'est pas impossible que
les bacteries symbiotiques produisent une sorte d'antibiotique
evitant ä l'insecte une infection par d'autres microbes.

Ainsi, si certaines hypotheses sont ä rejeter ä la suite

d'experiences negatives, telle l'idee de l'assimilation par les

symbiotes de l'azote moleculaire de l'atmosphere, il faut en
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revanche en retenir plusieurs autres. Les bacteries remplissent
peut-etre toutes ces diverses fonctions ä la fois. C'est ä cette
conclusion qu'arrive Buchner ä la fin de son ouvrage.

Je ne pense pas qu'il soit possible d'affirmer categoriquement
quoi que ce soit sans avoir reussi ä priver des insectes
de leurs partenaires, ä determiner l'insuflisance qui
resulterait de cette absence, et surtout ä remedier ä la dite
insuflisance par un traitement approprie. Mais c'est cela meme

qui, sur le plan experimental, se heurte aux plus grandes diffi-
cultes.

C'est pourquoi je me suis donne comme täche de tenter
de realiser la dissociation de cette
Symbiose.
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CHAPITKE 2

Description des organes symbiotiques et des symbiotes.

Nous voudrions montrer ici quelques figures qui permettent
au lecteur de se faire une idee precise de la symbiose bacterienne
intracellulaire des Blattes, mieux qu'ä la seule lecture d'une

description verbale. Ces images serviront en meme temps de

point de comparaison pour celles que nous donnons plus loin.

A. Coupes de corps vdipeux et d'ov.vires de B. germanica.
Localisation des symbiotes.

Les symbiotes sont groupes dans des cellules isolees. eparses,
du corps adipeux de l'insecte, les bacteriocytes (fig. 1).

be

Flg. 1.

Lobule de tissu adipeux. Coupe montrant les bacteriocytes (be). X 60.
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Ces cellules, de forme variable, en general arrondie, souvent
etoilee, ne contiennent, outre leur noyau, rien d'autre que des

bacteries (fig. 2). Le noyau des bacteriocytes est particuliere-

Fig. 1.

Deux bacteriocytes.
N: noyau; b: bacteries symbiotiques. x 1000.

ment volumineux (fig. 2). II arrive assez frequemment qu'on
trouve deux noyaux dans un bacteriocyte. Cet etat precede
sans doute une division amitotique de la cellule (fig. 3).

Les auteurs, Frankel notamment, parlent d'une disposition

en ligne des bacteriocytes ä l'interieur des lobes adipeux
chez la plupart des Blattes, entre autres P. orientalis et B.
germanica. Je n'ai jamais pu retrouver un alignement quelconque
de ces cellules chez ces deux especes (fig. 1).
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On trouve des bacteriocytes au voisinage immediat de

1' o v a i r e et d'autres ä l'interieur raeme de cet organe,

Division amitotique du noyau des bacteriocytes,
Trois Stades successits.

Fig. 4.

Couche de bacteries symbiotiques ä la surface d'un ovocyte,
v: vitellus; b: bacteries; f: noyau des cellules folliculaires.
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Serres entre les tubes ovariens. A l'interieur des tubes ova-
riens, les symbiotes tapissent la surface des
ovocytes d'une certaine dimension (fig. 4). Les petits ovocytes
ne sont pas infectes. La figure 5 montre dans un tube Ovarien

ca

Ovocyte de 70 p. (a) avec bacteries, et ovocyte de 35 p (b) sans bacteries.
c.a.: lobule de corps adipeux incruste dans la paroi de l'ovaire.

un ovocyte de 70 p. qui presente, sous ses cellules folliculaires,
une mince couche de symbiotes, ä cote d'un autre, de 35 p, qui
en est encore exempt.

L'etude histologique de revolution des symbiotes au cours
de l'embryogenie de la Blatte a ete faite par Koch (voir p. 238

et 239). Elle sort du cadre de ce travail.

B. Fbottis de corps adipeux. Examen du symbiote.

Un frottis effectue au moyen d'un broyat d'organe disperse
ä tel point les symbiotes que leur recherche sur la preparation
est fastidieuse, et leur etude presque impossible. Lorsque, au
contraire, on procede par apposition d'un fragment
d'organe sur la lame de verre, on laisse sur celle-ci une veritable
image de la surface de section qui l'a touchee. On obtient ainsi
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des « empreintes » dans lesquelles les bacteriocytes ont aban-
donne ä leurs emplacements respectifs des amas de symbiotes
(flg. 6) que l'on peut examiner aisement.

Fig. 6.

Frottis par apposition. Traces laissees par des bacteriocytes.
\ gauche: symbiotes d'une Blatte adulte; ä droite: ceux d'une larve.

Comme flxateurs j'ai employe, pour les frottis courants, la cha-
ieur (passage dans la flamme d'un bee Bunsen), pour des etudes
detaillees, l'alcool, le picro-formol acetique de Bouin, les vapeurs de
formol (30 min. a 3 heures) et les vapeurs osmiques (20 secondes).
Les colorations furent faites au moyen de fuchsine de Ziehl diluee
ou concentree, de bleu de methylene, de bleu de toluidine, de violet
de gentiane, d'hematoxyline ferrique, de panchrome de Laveran; la
recherche de spores par la coloration de Zetti (eosine-lugol pheniquee
et bleu de methylene alcoolique) et le Ziehl decolore par l'acide
nitrique.

Les symbiotes sont des bacteries de tres grande dimension.
En forme de bätonnets, ils ont une longueur tres variable,
allant de 1,5 ä 9 g. Leur epaisseur, de 1 p. en moyenne, peut
varier de 0,8 ä 1,5 p. Iis sont souvent legerement arques. Leurs
bouts sont arrondis. Les formes tres courtes peuvent etre tout
ä fait spheriques, coccoides.

C'est dans les ovocytes et chez les jeunes larves qu'on trouve
les formes les plus courtes (fig. 6 ä droite), alors que les insectes
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adultes presentent dans leur corps adipeux des bacteries lon-

gues (fig. 6 ä gauche). Nul doute que fintense multiplication
des symbiotes chez les insectes jeunes soit la cause de leur
petitesse. On observe, en effet, dejä la division de cellules d'ä
peine 3-4 p..

Cette division a lieu par un etranglement transversal
ä un niveau quelconque de la bacterie (fig. la). Parfois le sym-
biote se rompt par une cassure

transversale, nette et rectiligne. Le

niveau de cette rupture est egale-
ment variable (fig. lb).

Presque toutes les colorations
revelent une on deux, parfois trois

zones claires dans le corps
bacterien, separees par des bandes

opaques (fig. 6 et 7). Lors d'une
division, chaque partie reijoit au
moins une de ces zones claires.
Parfois le contraste est si net qu'on pourrait croire ä la
presence d'une spore. Toutefois, aucune coloration caracteristique
n'a jamais pu mettre des spores en evidence; d'autre part, le

violet phenique ne fait pas apparaitre ces zones claires.
Les symbiotes sont Gram-positifs, non acido-resistants. lis

se colorent aisement par tous les colorants bacteriologiques
ordinaires, mais plus intensement sur les frottis que sur les

coupes.
Une etude plus poussee de la structure interne des

symbiotes fera l'objet d'un travail special.

C. Examen des symbiotes au microscope electhonique.

(Fait au Centre de microscopie electronique de 1'Institut de

physique de l'Universite de Geneve. Directeur: M. E. Kellen-
berger, P.-D.)

Les microphotos electroniques des symbiotes de la Blatte
confirment ce qu'indique la microscopie ordinaire. On voit des

figures de division, et parfois les zones claires. Aucune ciliation
n'est decelable; il ne semble pas qu'il y ait une capsule.

Q. b
Kin

Division des symbiotes.
a) par etranglement;

b) par cassure.
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Ces preparations ont ete faites par « filtration sur agar »

d'une suspension de symbiotes provenant d'un broyat centrifuge
de corps adipeux. Un prochain travail fera etat d'essais effectues

par d'autres methodes.
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CHAPITRE 3

Isolement du symbiote.

On ne saurait etudier une symbiose sans en avoir separe les

deux partenaires. C'est en effet la seule fagon d'observer süre-

ment leur röle reciproque.
En ce qui concerne le symbiote, la premiere pensee qui vient

ä l'esprit du chercheur est d'en faire une culture semblable ä

Celles que l'on fait de presque toutes les bacteries. Nous avons

vu que cette experience a ete tentee dejä tres souvent (voir
pp. 241-242). Devant les nombreux echecs et les succes douteux

que les auteurs signalent, je n'ai retenu pour mes propres essais

de cultures pures de bacteries symbiotiques que la methode de

Keller (1950), qui faisait des extraits de corps adipeux et des

milieux ä l'acide urique. En effet, je preferais ne pas m'attarder
aux cultures et tenter l'isolement des symbiotes par d'autres

experiences.
La premiere partie de ce troisieme chapitre est consacree

ä ces essais de cultures sur milieux geloses, ä l'acide urique
ou ä l'extrait d'organes symbiotiques; la deuxieme ä des

g r e f f e s d'organes symbiotiques (corps adipeux ou ovaires)

sur d'autres insectes. Les resultats de ces deux series d'expe-
riences nous inciterent ä faire des explantations de

fragments de ces organes sur milieux artificiels, essais qui font
l'objet de la troisieme partie.

A. Essais de culture des bacteries symbiotiques.

Les chercheurs qui ont essaye de cultiver les bacteries
symbiotiques des Blattes ont pris comme source de leurs cultures
les bacteries du corps adipeux d'insectes adultes ou Celles d'em-

bryons preleves dans des ootheques. Iis les inoculaient dans les

milieux nutritifs sous forme de suspensions ou appliquaient sur

Archives des Sciences. Vol. 8, fasc. 3, 1955. 18
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les milieux geloses la surface de section d'un fragment de corps
adipeux. Les methodes par lesquelles ces cultures ont ete tentees
utilisent tous les milieux classiques de la bacteriologie. Ces

milieux ont ete employes si souvent sans succes que je n'ai pas
juge bon de les reprendre. Seule l'experience de Keli.eb, un
eleve de Koch ä Munich (1950), a retenu mon attention et j'ai
tente de la refaire. II s'agit, comme je l'ai dejä dit, de milieux
geloses ä l'extrait de corps adipeux de Blatte ou ä l'acide urique.

J'ai pris comme source d'inoculation, d'abord des lobes de

corps adipeux, plus tard des pointes d'ovaire et des embryons.

Methode.

Une blatte d'aspect normal, prise dans un elevage ordinaire
et sain, est tuee ä l'ether. Puis on sectionne les pattes et les

ailes ä ras du corps, souvent aussi la tete, et on desinfecte le

corps de l'animal en le plongeant pendant une ä deux minutes
dans de l'alcool ä 70° contenant quelques gouttes de sublime.
L'animal est ensuite rince quelques minutes dans une solution
rose vif de permanganate de potassium, avant d'etre fixe avec
des epingles dans une petite cuve ä dissection contenant de

l'eau physiologique (NaCl 0,8%), le tout sterile. II est pratique-
ment impossible de desinfecter completement les replis de peau
separant les segments de l'insecte. Toutefois, en etirant avec
des pincettes le corps de l'animal dans le liquide disinfectant, on
accroit quelque peu les chances d'asepsie, en decouvrant ces

replis. D'autre part, un traitement plus long risquerait de

toucher aussi les organes internes et nuirait ä l'experience. On

place l'animal le ventre en haut si l'on veut extraire le corps
adipeux, le dos en haut si ce sont les gonades que l'on veut
prendre.

La suite de l'operation se fait sous la loupe binoculaire. On

ouvre l'abdomen en sectionnant le tegument de chaque cote

juste au-dessus des stigmates et en enlevant d'une piece tous
les sternites ou tous les tergites, selon la position de l'insecte.
Le tube digestif apparait, entoure des nombreux lobes du corps
adipeux dans lequel sont enfouis les ovaires. En ayant soin de

ne blesser ni le tube digestif ni les tubes de Malpighi, ni les
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grosses trachees, on preleve alors les lobes du corps adipeux ou
les ovaires.

Keller dit avoir obtenu des colonies de bacteries symbio-
tiques de Blattes, sur un milieu ä la gelose additionne de corps
adipeux broyes et filtres, apres rectification du pH ä 7,5 environ.

Apres 7 jours des colonies se forment, qui ne se laissent repiquer

que sur le meme milieu. Or une substance qu'on trouve en

grande quantite dans le corps adipeux est l'acide urique.
Keller fit alors un milieu artificiel ä l'acide urique: dans

1000 cm3 d'eau en ebullition, il verse
2 g d'acide urique, et
3 g de NaCl,

ce qui donne un liquide trouble, blanc. Le trouble disparait peu
ä peu par dissolution de l'acide urique lorsqu'on ajoute de la
soude decinormale goutte ä goutte. Quand la solution est claire,
le pH se trouve aux environs de 7,6. On ajoute alors 2% d'agar.

Selon Keller, aucune contamination exterieure ne pren-
drait corps sur ce milieu, meme ä partir d'empreintes de doigts.
En revanche, des inoculations ä partir de fragments de corps
adipeux reussissent bien, et produisent de fines colonies mem-
braneuses, transparentes, humides, ä bords nets.

Premiere serie.

Je preparai done un milieu selon cette methode. 4 jours
apres la preparation du milieu, je vis quelques contaminations
se produire. II est done faux de dire que les infections etrangeres
ne prennent pas sur ce milieu.

Je fis une premiere serie de 10 inoculations. Apres preleve-
ment aseptique d'un lobe du corps adipeux d'une
larve d'environ 8 semaines, j'en appliquai un fragment ä

plusieurs reprises sur la surface du milieu, dans une boite de

Petri. Le meme fragment servit ensuite ä faire un frottis de

contröle, permettant de s'assurer que l'inoculation avait ete

effective.

Resultat.

Sept jours apres cette inoculation, rien n'etait visible sur
l'agar, si ce n'est un petit halo transparent autour d'un des
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points d'inoculation. II devait s'agir de la trace laissee par une

goutte de liquide physiologique, entrainee par la pincette ou le

fragment d'organe lors de l'inoculation. Car meme apres 15 jours,
il ne s'etait rien produit de nouveau; un frottis preleve sur cette
tache ne montre que quelques bacteries, mal colorables et
d'aspect granuleux, mais du type des symbiotes: environ
5 |i x 1 (i, plus ou moins courbes, ä bouts arrondis. Elles pro-
viennent sans aucun doute de l'inoculation et ne se sont

pas multipliees.

Deuxieme Serie.

Les resultats de Keller furent meilleurs lorsqu'il ajoutait
au milieu ä l'acide urique des glucides, moins bons s'il y mettait
du bouillon. Pour ma deuxieme serie d'essais (30 inoculations),
j'employai un milieu gelose ä l'acide urique, additionne de 1%
de dextrose ou de 1 % de peptone, ou de 0,5% de

chacun des deux, dans des boites de Petri.

Resultat.

De nouveau le resultat fut totalement negatif. Apres
3 semaines, ä part quelques infections accidentelles (surtout
des moisissures), je n'avais obtenu le developpement d'aucune
colonie bacterienne.

Troisieme serie.

Les symbiotes des bacteriocytes du corps adipeux sont

inertes, ils sont destines ä rester dans leurs bacteriocytes jusqu'ä
Ja mort de l'insecte. Au contrairc, ceux des ovaires, qu'ils se

trouvent dans des bacteriocytes ou ä la surface des oeufs, etant
sur le point de changer de milieu, doivent etre plus aptes ä

accepter des conditions nouvelles.
Ma troisieme serie a consiste en 63 inoculations de bacteries

provenant de la pointe d'un certain nombre d'ovaires.
Dans les boites de Petri, je procedais par «touches », comme

pour les fragments de corps adipeux, en terminant par une
trainee de 4 ä 5 cm. Dans les eprouvettes (agar incline), j'ino-
culais au moyen du fil de platine une suspension provenant d'un
broyage d'ovaire. Les milieux furent les memes que precedem-
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ment: acide urique gelose avec ou sans adjonction de dextrose,
de peptone ou des deux.

Resultat.

Aucune des 63 inoculations n'a donne naissance ä une
proliferation des symbiotes. 48 n'ont ete suivies d'aucun pheno-

mene, tandis que, dans les 15 autres, des colonies se formerent

qui, toutefois, repiquees sur des milieux ordinaires, se revelerent
etre des contaminations etrangeres. Cette forte proportion d'in-
fections (24%) s'explique par la maniere dont les insectes furent
desinfectes lors de leur dissection. J'ai toujours employe des

disinfectants violents, mais ne pouvais les laisser agir plus de

quelques minutes. Comment alors tuer les germes qui pouvaient
se trouver dans les grosses trachees sans risquer de porter
atteinte aux symbiotes eux-memes De ce fait, l'asepsie ne
saurait avoir ete parfaite.

Quatrieme Serie.

Les symbiotes des embryons sont-ils plus susceptibles de

s'adapter ä un milieu artificiel J'ai fait quelques essais de

culture ä partir de broyats d'embryons. Une ootheque
etait desinfectee ä l'alcool ä 70° additionne de sublime, pendant
20 minutes, puis rincee dans une solution rouge sombre de

KMn04, avant d'etre fixee sur un bloc de parafline. Je l'ouvrais
alors au moyen de deux pincettes et en broyais le contenu avec

un fil de platine. Ce meme fil de platine servait ensuite ä porter
une goutte du broyage sur le milieu de culture. J'inoculai ainsi
12 tubes ä essais, dont 3 contenant de l'eau peptonee sucrie
(peptone 1%, glucose 1%), 3 de l'agar peptone sucre, 3 de l'agar
peptone sucre additionne d'acide urique (0,2%), et 3 du milieu
gelose ä l'acide urique seul. Afin de verifier la sterilite exterieure
de l'ootheque, je la mettais ensuite dans un tube d'eau peptonee
sucree, ce qui constituait en meme temps une inoculation de plus.

Resultat.

Aucun de ces essais n'aboutit. Tous les milieux resterent
rigoureusement steriles, y compris celui ou se trouvait
l'ootheque. Des prelevements faits sur les milieux solides ne

montrent que quelques rares symbiotes, petits et decomposes.
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Ces milieux artificiels ne conviennent done manifestement

pas ä la culture des symbiotes.

Cinquieme serie.

Des lors, il fallait s'approcher davantage du milieu nature].
Keller avait reussi ses premiers essais sur des extraits de corps
adipeux.

Je fis des milieux natu reis geloses de la maniere
suivante: La dissection d'environ 50 blattes (surtout des

femelies, de nombreux males et quelques larves) me procura
une certaine masse de corps adipeux et des ovaires ä divers
Stades de maturite et de developpement des ovocytes. Ces

organes symbiotiques etaient broyes au mortier ou entre des

lames de verre, puis le produit du brovage dilue dans quelques
centimetres cubes de liquide phvsiologique. Je melangeais 2 cm3

de ce liquide avec 8 cm3 d'agar ä 2%. II en resultait une petite
quantite d'un milieu trouble, contenant des fragments d'organes
visibles ä l'ceil nu. Le milieu etait sterilise par tyndallisation.

Je pus remplir ainsi 6 tubes ä essais et 4 verres de montres
tenus dans des boites de Petri. Des 6 tubes, 2 contenaient un
broyat de corps adipeux seul, 2 un melange de corps adipeux
et d'ovaires, 2 ce meme melange additionne de 0,2% d'aeide

urique. Les verres de montres contenaient le melange corps
adipeux-ovaires.

Les inoculations furent faites ä partir de pointes d'ovaires
dans les tubes, ä partir d'embryons dans les verres de

montres.

Resultat.

Ces essais furent encore vains. Je n'obtins que des colonies

de bacilles tres petits ou de cocco-bacilles manifestement

etrangers au symbiote, et cela seulement apres 15 jours.

Conclusion des essais de culture.

Je n'aflirmerai pas que la culture des bacteries symbiotiques
de la Blatte est impossible. Certains auteurs disent y etre

parvenus. Toutefois, s'il existait un milieu et une technique
qui permettent cette culture, et si alors les symbiotes se multi-
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pliaient reellement et formaient des colonies, on serait en droit
de s'attendre ä voir ces phenomenes se produire chaque fois

que cette technique et ce milieu sont utilises. Les nombreux
echecs subis par quantite de chercheurs prouvent que le precede

adequat n'a pas encore ete trouve. II faut chercher encore,

composer des milieux avec des proteines ou des acides amines

choisis, des vitamines; tenter des cultures en atmosphere de

C02; s'occuper du facteur redox, etc. C'est un travail de longue
haieine, car les conditions de vie du symbiote sont extremement
strictes.

Tableau 1.

Essais de culture.

Milieux

Inoculum

C. adip. Ovaire Embr. Ooth.
(contröles)

Inoc. + — Inf. Inoc. + — Inf. Inoc. + — Inf. Inoc. + — Inf.

Agar, ac. urique 10 0 10 0 14 0 12 2 •3 0 3 0

Agar, ac. urique,
glucose

10 0 10 0 17 0 14 3

Agar, ac. urique,
peptone

10 0 10 0 16 0 11 5

Agar, ac. urique,
glucose, peptone

10 0 10 0 16 0 11 5 3 0 3 0

Agar,
broyats

6 0 0 6 4 0 2 2

Agar, peptone,
glucose

3 0 3 0

Eau, peptone,
glucose

3 0 3 0 2 0 2 0

Total 40 0 40 0 69 0 48 211 16 0 14 2 2 0 2 0

I i En prdlevant un ovaire, on ddchire indvitablement de grosses trachdes porteuses de germes,
ce qui n'est pas le cas pour les lobules du corps adipeux. C'est ainsi que j'interpret»' la forte proportion
[d'infections apparues dans les inoculums d'ovaires.
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Tableau 2.

Soit au total: Inoculations 127
0Positifs

Negatifs
Infections

104
23

B. Greffes d'organes symbiotiques de Blattes
sur d'autres insectes.

Les symbiotes des Blattes ne parvenant pas ä se developper
sur un milieu artificiel, la question se pose de savoir s'ils peu-
vent s'accommoder d'un milieu naturel, comme le milieu inte-
rieur d'un autre insecte. J'ai done tente d'inoculer les baetöries
de B. germanica ä des insectes de diverses families d'Or-
thopteres.

J'ai utilise au debut deux techniques differentes. L'une
consistait ä faire une suspension de symbiotes en broyant un
organe symbiotique, corps adipeux ou ovaire, dans une goutte
de liquide physiologique, et ä injecter cette suspension dans la
cavite generale de l'insecte choisiL L'autre technique laissait
l'organe symbiotique intact, et ce «greffon » etait introduit
entier dans la cavite abdominale de l'insecte reeepteur, du

«porte-grefle ».

La premiere de ces deux methodes n'a jamais donne aueun
result.at. positif. Tres souvent l'insecte reeepteur suecombait

quelques jours apres l'injection ä une infection generalisee,

malgre de soigneuses precautions d'asepsie. De plus, il etait
impossible de retrouver les symbiotes inocules. J'ai done

abamdonne cette technique pour ne pratiquer que la seconde.

Voici alors comment je procedais:
Une blatte etait desinfectee et dissequee de la meme ma-

niere que pour les inoculations des cultures (voir p. 262). Les

organes preleves, lobes du corps adipeux ou ovaires, etaient

Methode.

1 Methode employee par Gubler (1947), sauf erreur sur Bacillus
rossii.
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places dans une petite holte de verre remplie de liquide physio-
logique sterile. Souvent j'ajoutais a l'eau physiologique quelques

gouttes de rouge neutre afin de colorer le greffon. II etait alors

plus facile de le retrouver au moment de la dissection du

porte-greffe. Un fragment d'organe ainsi preleve servait ä faire
un frottis qui indiquait immediatement si l'organe etait normal
du point de vue de la Symbiose. J'en fixais un autre fragment
comme temoin du greffon.

Puis je preparais le porte-greffe. L'insecte etait endormi ä

l'ether. Lorsqu'il etait completement immobile, je le fixais en

position normale sur un liege, au moyen d'elastiques immobili-
sant ses pattes et son thorax, et j'ecartais ses elytres et ses ailes

au moyen d'epingles que je plantais dans le liege. II fallait alors

desinfecter la region oü la greffe devait etre pratiquee avec un
tampon d'ouate imbibe d'alcool ä 70°. Je faisais penetrer le

tampon dans les replis du tegument, mais il fallait prendre
garde que l'alcool ne coule pas jusqu'aux stigmates. Puis je
rin9ais au permanganate de potassium.

Je pratiquais alors une incision dans le tegument abdominal
dorsal du futur porte-greffe. J'ai fait des incisions transversales,
pensant que les contractions de l'insecte risqueraient moins de

faire bäiller la plaie, mais j'ai observe plus d'infections, et de

moins bonnes cicatrisations chez les animaux operes de cette
maniere que chez ceux dont l'incision avait ete faite longitu-
dinalement. Dans ce dernier cas, eile s'etendait sur deux, trois
ou quatre segments, selon la grandeur de l'insecte.

Pour implanter le greffon, je le prenais au moyen d'une

pipette de 1 mm de diametre dans la boite de verre et je l'in-
jectais avec une goutte de liquide, en prenant soin d'introduire
la pipette d'au moins 3 ou 4 mm ä l'interieur de l'abdomen,
faute de quoi le greffon etait expulse immediatement lorsque
l'insecte, par reflexe, contractait son abdomen. C'etait du moins
le cas pour la plupart des insectes operes. Les Acridiens, en

revanche, dont l'abdomen est rempli de sacs aeriferes, renfle-
ments des trachees, se laissaient greffer de grosses quantites
de corps adipeux ou des ovaires volumineux, car en faisant
l'incision je crevais toujours quelques-uns de ces sacs, ce qui
creait la place necessaire au greffon.
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La greffe effectuee, je laissais la plaie telle quelle, ou je la
couvrais d'une goutte de parafiine chaude qui en se figeant la
fermait instantanement. Toutefois, pour la suite de la cicatrisation,

puis plus tard pour les mues, cette parafiine representait
un gros handicap. C'est pourquoi j'y renongais autant que
possible. II m'est arrive de cauteriser des plaies, lorsqu'elles
saignaient abondamment. Je n'ai jamais utilise de collodion

pour fermer une plaie, son solvant (ether-alcool) etant nuisible
ä l'insecte.

L'animal opere etait place ensuite sur un papier liltre dans

une boite de Petri pendant environ 24 heures, puis, avec de la
nourriture, dans un flacon d'Erlenmeyer couvert d'une gaze,
oü il restait jusqu'au moment de son autopsie.

Notons que les greffons etaient preleves sur des Blattes
femelles jeunes, c'est-a-dire encore dans les derniers Stades

larvaires ou juste apres la mue imaginale. Les oeufs dans les

ovaires n'etaient ainsi pas trop gros, et l'organe, ovaire ou

corps adipeux, se trouvait dans une periode de pleine vitalite.
Les porte-greffes aussi etaient choisis parmi des animaux
jeunes, tons des larves a divers stades.

Premiere serie.

Je ne ferai que citer les essais qui, infructueux, sont sans

interet. Ge sont des inoculations de bacteries symbiotiques,
selon la premiere methode, et des greffes de petits fragments
de corps adipeux de Blattes, selon la deuxieme methode, ä des

Lucanee (Lucanus csrvus). Devant les resultats negatifs,
c'est-ä-dire la disparition aussi bien des bacteries inoculees que
des greffons, j'ai renonce ä ces Coleopteres pour ne plus tra-
vailler que sur des Orthopteres.

Deuxieme serie.

Cherchant toujours de gros insectes, auxquels une incision
de quelques millimetres devait faire moins de mal qu'ä des

petits, j'ai tente l'operation, desormais uniquement selon la

deuxieme methode, sur des Courtilieres (Gryllotalpa sp.).
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Malheureusement ces betes sont extremement sensibles ä l'in-
fection et ne survivaient jamais au-delä de 3 ä 5 jours, sauf une
seule que je dissequai apres 21 jours. Le greffon avait disparu.

J'entrepris alors des greffes sur des Gry Iii des, des

Acridiens, des Locustides. La encore, les insectes

porteurs de greffes ne vivaient tres souvent pas au-delä du
5e jour apres l'operation. Certains mouraient apres 7 ä 8 jours.
De ceux qui survivaient, j'en dissequai ä intervalles reguliere,

jusqu'ä 15 jours apres Fimplantation.
Souvent la mort etait due ä une infection generalisee, par

de petits bacilles courts et minces, sans rapport avec les sym-
biotes. Souvent aussi, c'est un mycelium qui avait envahi les

organes de l'insecte. Je trouvais alors des spores, des figures
de bourgeonnement et des filaments ä divers Stades, penetrant
dans le corps adipeux, les tubes de Malpighi, les gonades et
evidemment aussi le greffon. Tous ces tissus etaient älteres, mais

surtout les tubes de Malpighi, par la presence de ces bacilles

ou de ces champignons. Ces infections pourraient avoir pour

Fig. 8.

Greffon (corps adipeux) sur Gryllus, apres 24 heures.
lc: leucocytes.
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origine des bacteries ou des spores liberees par la lesion inevitable

de troncs tracheens, lors du prelevement du greffon.

Chez le Grillon (Grylliis campestris) on voit, dejä
24 heures apres l'implantation, une violente reaction se faire
de la part de l'höte contre le greffon. Celui-ci est attaque par
des lymphocytes qui forment autour de lui une epaisse croüte,
puis le penetrent (fig. 8). Le t i s s u adipeux greffe garde
sa structure generale tant qu'il n'est pas detruit par faction
directe des lymphocytes. Toutefois, apres un jour dejä, les

noyaux des cellules changent d'aspect, revelant une alteration
histologique de l'implantat. Mais ce sont les bacteriocytes qui
subissent la plus grave atteinte. Des le premier jour apres
l'operation, on en trouve qui degenerent. Leurs bacteries ne se

laissent plus colorer normalement et perdent leur aspect
turgescent. Apres 6 jours, on ne trouve plus, ä la place des

Bacteriocyte d'un greffon sur ces dots ont disparu. La greffe
Gryllus, apres 6 jours.

Les symbiotes sont agglutines. d ovaires donne des resu.-

quatre jours apres l'implantation, aucun symbiote n'est plus
visible ä la surface des ovocytes, lesquels sont au contraire
couverts et souvent penetres par les lymphocytes du porte-greffe.

Le Grillon n'accepte done aucune greffe d'organes symbio-
tiques de la Blatte. II reagit par une forte attaque lympho-
cytaire et elimine plus ou moins rapidement le greffon. L'alte-
ration subie par le tissu greffe ne permet pas aux symbiotes de

la Blatte de survivre.

Troisieme serie.

bacteriocytes, que des taches

jaunätres formees de bacteries

mortes, incolores, agglutinees
(fig. 9). Certains ilots de tissu
subsistent encore intacts au
milieu du greffon degenere et
contiennent des bacteriocytes
ä symbiotes normaux. Mais

au bout de 12 jours, meme

tats encore plus decevants:
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Quatrieme Serie.

Fig. 10.

Symbiotes difformes dans un
bacteriocyte d'un greffon de

6 jours sur un Acridien.

La reaction lymphocytaire des C r i q u e t s (Acridium sp.)
ä une greffe d'organe symbiotique de Blatte est moins violente

que chez les Grillons. Cependant
le milieu interieur du Criquet

provoque une forte degene-

rescence du tissu implante. Apres
deux jours on ne voit que peu de

lymphocytes attaquer le greffon,
mais la structure histologique
en est dejä alteree; les noyaux
cellulaires notamment sont rata-
tines, opaques.

En revanche, les bacteries

symbiotiques resistent plus long-
temps. On les trouve encore bien visibles dans leurs b a c -

teriocytes, dont le noyau
1

jq
1 semble etre en parfait etat, encore

• apres 6 jours. Mais elles ont alors

une forme epaisse, boursouflee (fig.

10). Apres le meme delai, les

ovocytes des o v a i r e s greffes dege-

nerent, mais leurs symbiotes parais-
sent survivre. On en voit, en effet,

encore ä l'interieur d'ceufs tres
\7acuolises et dont les cellules folli-
culaires sont mortes. Iis sont grou-
pes en paquets irreguliers (fig. 11).

Ce n'est qu'apres une moyenne
d'environ 8 jours que leur structure
s'altere. Iis deviennent granuleux,
se colorent mal. Enfin, apres 12

Fig. Ii. jours on ne les retrouve pas, et

Ovocyte tres fortement apres 16 jours le greffon, s il n etait
vacuolise, dans un greffon pas ^r0p gros, est entierement
de 6 jours sur un Acridien.
Les symbiotes survivent. resorbe.
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Cinquieme serie.

Les Sauterelles (Locusta sp.) ont tin ovaire tres sem-
blable. morphologiquement parlant, ä celui des Blattes. Ses

ovocytes sont en effet entoures d'une couche folliculaire simple,
c'est-a-dire plane et formee d'une seule assise de cellules. (Chez

les Acridiens, cette couche est pluristratifiee et, de plus, eile
forme des villosites qui penetrant dans le vitellus de l'ovocyte.)
On aurait pu penser que mises en presence d'un ovaire de

Locuste, les bacteries d'un lobe de corps adipeux de Blatte
suivraient le meme tactisme qui, dans leur höte habituel, les

fait penetrer dans les ceufs, et qu'on trouverait des ovocytes
de Locuste remplis ou entoures de svmbiotes de Blatte. Mais
cela ne s'est jamais produit, meme lorsque le greffon adherait
ä un ovaire de l'höte. Au contraire, les symbiotes restent tou-
jours passivement dans leurs bacteriocytes, 0(1 ils meurent en

quelques jours.
On trouve d'ailleurs chez les Locustes une reaction violente

de la part des lymphocytes. Le porte-greffe se defend meme

encore contre le greffon par
Taction de ses tubes de

Malpighi, qui s'approchent
du greffon et, ä son contact,
s'enlacent au point de

former dans la region attaquee
un veritable feutrage (fig.
12). Le greffon subit le

meme sort que dans les

autres porte-greffe. Dans
des delais variables, on voit
les symbiotes s'agglutiner,
perdre leur colorabilite. Les

bacteriocytes sont
reduits souvent tres tot ä

l'etat de taches brunes informes. Les o v a i r e s implantes
peuvent garder des ovocytes intacts assez longtemps (8 jours),
s'ils ne sont pas envahis par les leucocytes. La couche de sym-

Fig. 12.

Reaction simultanee des leucocytes
(lc) et des tubes de Malpighi (tM)
contre un greffon (sur une Locuste).
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biotes se presente alors de fa<?on tout ä fait normale ä la
surface des ovocytes. Dans quelques cas, le greffon (un
fragment de corps adipeux) s'est colle ä Tun des ovaires de l'höte.
Sans qu'aucun symbiote soit discernable dans cet ovaire, on
voit neanmoins les lymphocytes l'envahir abondamment.

Ainsi, chez les Locustes, pas davantage que chez les insectes

d'autres families que j'ai soumis ä ces experiences, les symbiotes
de la Blatte ne peuvent se developper, ni meme survivre.

Conclusion.

J'ai voulu voir si les symbiotes — bacteries si strictement
adaptees ä leur milieu naturel symbiotique qu'elles sont inc.a-

pables de se developper sur un milieu artificiel — pourraient
sinon se multiplier, du moins survivre dans un milieu constitue

par le corps vivant d'un autre insecte. Nous avons vu que les

bacteries injectees seules, en suspension, ä des insectes, d i s -

paraissent. Un organe symbiotique entier implante dans

un insecte est egalement detruit et elimine par son
bote. La destruction de l'implantat se fait progressivement ä

partir de l'exterieur, laissant d'abord la partie centrale intacte.
Mais je n'ai jamais retrouve un greffon vivant apres plus
de 12 jours. Cette reaction a lieu soit au moyen des

lymphocytes, soit au moyen des tubes de Malpighi
qui se melent au greffon et souvent s'hypertrophient jusqu'ä
atteindre le double de leur diametre ordinaire, soit encore au

moyen de lysines de l'hemolymphe, car on voit parfois
du tissu implante degenerer sans aucune action visible de la
part du porte-greffe L

II faudrait done trouver un insecte qui accepte un greffon
de Blatte. J'ai bien tente des homo-greffes de corps adipeux sur
quelques Blattes « sterilisees », c'est-ä-dire debarrassees de leurs

symbiotes. Ces betes n'ont vecu que trois jours apres l'opera-
tion. Toutefois le greffon, apres ces trois jours, etait en parfait

1 Peut-etre l'agglutination des bacteries dans les bacteriocytes
est-elle due aussi ä une action du porte-greffe (agglutinine mais
il faut remarquer que les symbiotes des ovocytes ne s'agglutinent
jamais.
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etat. Aucune phagocvtose ni aucune reaction n'etait intervenue
contre les organes implantes, dont les symbiotes etaient encore

tout ä fait normaux. Mais ceux-ci etant restes dans leurs conditions

symbiotiques normales, l'experience n'a pas d'interet du

point de vue de leur isolement. Elle prouve du moins que c'est
l'hote qui determine la degenerescence des greffons.

Or je voulais trouver un moyen de faire vivre des symbiotes
en l'absence de leur hote habituel, d'obtenir leur croissance en
dehors des strictes conditions symbiotiques. Dans le paragraphe
suivant on trouvera le compte rendu des essais que j'ai faits

pour maintenir des lobes de corps adipeux et des ovaires en

survie plus ou moins prolongee «in vitro », afin d'etudier le

comportement des bacteries dans des conditions aussi proches

que possible de la symbiose, mais sans intervention de la part
de l'hote ou d'un porte-greffe.

C. Explanations d'organes symbiotiques
SUR MILIEUX artificiels.

Le but de tous mes essais etait d'operer la separation des

deux partenaires de la symbiose etudiee. Les tentatives de

culture du symbiote sur milieu artificiel et les grefles de tissus

symbiotiques sur d'autres insectes tendaient ä obtenir des

bacteries en dehors de leur hote ordinaire, la Blatte. Une
derniere experience dans ce sens a ete 1'« explantation»
d'organes symbiotiques, qui consistait ä mettre des fragments de

ces organes en «survie» «in vitro». J'esperais voir le tissu dege-

nerer apres quelque temps, et peut-etre les symbiotes s'y
multiplier, y pulluler, prouvant. alors leur independance vis-ä-vis
de l'hote.

Premiere serie.

Pour commencer, je pris des baguettes de verre d'une

longueur de 10 cm et de 4 mm d'epaisseur, et qui comportaient au
tiers superieur de leur longueur un renflement. J'enroulais
autour de la baguette, au-dessous de son renflement, une bände

de coton de 3 cm de largeur, de fafon ä constituer un bouchon

pouvant s'adapter ä une eprouvette. Je suspendais une goutte
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d'un liquide physiologique au bout inferieur de la

baguette et, au moyen d'une pipette, plaijais un fragment de

tissu dans cette goutte. La baguette etait alors placee dans
le col d'une eprouvette, oü elle etait maintenue par son
bouchon de coton. L'eprouvette etait remplie, jusqu'ä 1 cm
au-dessous de l'extremite inferieure de la baguette, d'une
solution de NaCl isotonique au

liquide physiologique, pour pre-
venir un dessechement du
Systeme (fig. 13).

L'operation etait faite d'une
maniere absolument sterile. Le
materiel et les liquides avaient
ete sterilises ä l'autoclave (20
minutes ä 120°), les fragments
de tissu preleves aseptiquement,
selon la methode utilisee pour
les inoculations et les greffes
(voir p. 262).

Le liquide physiologique
employe pour cette experience etait
fait, selon une indication de Locke-
Lewis, de la maniere suivante: NaCl
0,7 g, KCl 0,042 g, CaCl2 0,025 g,
NallC03 0,02 g, dextrose 0,25 g,
eau dist 90 cc.

Je ne choisissais pas les lobes Systeme d'explantation de
tissus en goutte pendante

du corps adipeux que j explan- dans un tube ä essais.

tais, mais en ce qui concerne les

ovaires, j'en prenais plutot la pointe, car dans les oeufs encore

petits la proportion de symbiotes est plus grande que dans
de gros ovocytes.

Resultat.

Le resultat fut atteint apres 5 jours dans un petit fragment
de tissu Ovarien. En effet, si le tissu adipeux resiste longtemps
ä la degenerescence dans une goutte de liquide physiologique
aseptique, et qu'apres 6 jours une alteration notable ne s'v manifeste

guere, les ovocytes au contraire, degenerent. Leur proto-

Archiyes des Sciences. Vol. 8, Jasc. 3, 1955. 19
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plasme perd son liomogeneite, de nombreuses vacuoles s'y creu-
sent. Dejä 5 jours apres l'explantation, les ovocytes sont presque
completement detruits et leur couche folliculaire ne presente

plus sa structure histologique nette.
En revanche, dans les tubes ovariques degeneres du

fragment en question, les bacteries symbiotiques se sont
multiplies. la couche qu'elles forment autour des ovocytes est

enorme, et elles penetrent merne dans ce qui etait la couche des

cellules folliculaires (fig. 14).

1'iR. I

Fragment d'ovaire, 5 jours apres son explantation dans le liquide
physiologique.

v: vitellus: b: bacteries symbiotiques; f: couche folliculaire.

Dans une serie d'explantations semblables faites d'autre

part en vue d'etudier l'effet de la chaleur sur les symbiotes,
j'ai observe sur un fragment explante une pullulation des
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bacteries aux depens du tissu adipeux degenere, cela apres
15 jours.

II y a done lä un premier pas de fait dans le sens d'une
dissociation des symbiotes et de leur höte. Les bacteries ne se

trouvent en effet plus sous le controle de l'insecte et proliferent
aux depens de ses tissus.

Mais ces bacteries ne pouvaient evidemment pas se multiplier
longtemps dans ces conditions. II aurait fallu un renouvellement
de leur substratum, un apport de matieres nutritives.

Deuxieme serie.

Le pas suivant que je tentai de faire fut de remplacer le

liquide physiologique dans lequel je pla^ais l'explantat par des

milieux nutritifs ä la gelose. Cela revenait simplement ä placer
les fragments d'organes symbiotiques dans de petites cavites
creusees ä la surface d'une plaque d'agar. Afin d'eviter un
dessechement des explantats, je diluais le milieu gelose ä parties
egales dans de l'eau distillee. La gelee etait alors fortement
imbibee d'eau, et le tissu restait humide tres longtemps.

Je pensais ainsi obtenir, sinon un passage immediat des

bacteries sur la gelose, du moins peut-etre leur adaptation
progressive au nouveau milieu, au fur et ä mesure que le milieu
symbiotique degenererait.

Cette experience comporta l'explantation de 48 organes, sur

quatre milieux legerement differents. Le milieu de base etait
fait d'agar ä 1% dans l'eau, et de 0,1% d'acide urique. L'adjonc-
tion de substances nutritives etait de 0,5% soit de peptone,
soit de glucose, soit de chacun de ces deux produits. Chaque
milieu servit ä l'explantation de 12 organes: 6 ovaires entiers
et 6 fragments de corps adipeux L Au bout de quelques jours,
5 des explantats furent broyes au moyen d'un fil de platine afin
de liberer les symbiotes et de favoriser leur passage sur les

1 Avec un des ovaires explantes sur acide urique-peptone-
glucose fut entraine un fragment de corps adipeux, qui seul fut
retrouve sur les coupes. Je considererai done cette piece comme
explantation de corps adipeux.
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milieux nutritifs. Je faisais periodiquement des sondages sur
l'etat des svmbiotes au moven de prelevements.

Apres un laps de temps plus ou moins long, allant de 7 a

39 jours, ces organes etaient fixes pendant 24 heures dans le

liquide de Bouin, puis coupes et colores.

En general, avant de fixer l'explantat, j'en faisais un
dernier prelevement qui m'indiquait immediatement sur un frottis
si les symbiotes existaient encore dans l'organe, dans quel
etat ils etaient, et si le fragment avait ete la proie de micro-
organismes etrangers.

Les coupes, d'autre part, me montraient l'etat du tissu

symbiotique et la disposition des symbiotes ä l'interieur de

l'organe.
Cela me permit d'etablir ä priori huit categories selon l'etat

du tissu et des symbiotes:
Je reservai aux explantats dont le tissu etait mort, ou plus

ou moins degenere, les categories a, b, c et d (alteration nette
de la structure cellulaire, notamment des noyaux). Les

categories e et / comprenaient les organes restes en bon etat, peut-
etre encore vivants, ou dont on ne pouvait prouver la degene-

rescence. Enfin je mettais dans la categorie g les tissus tout ä

fait degeneres, sans aucune structure reconnaissable, et dans

la categorie h les pieces soit inutilisables ä cause d'infections

par des champignons, soit detruites ou perdues au cours des

manipulations.
L'etat des symbiotes determinait le classement des pieces

dans les quatre premieres categories d'une part, dans les

categories e ou /, d'autre part, et cela de la maniere suivante:

a, les symbiotes ont disparu; b, les symbiotes sont presents,
mais morts; c, pieces dont on ne peut pas prouver que les
symbiotes soient vivants; d, les symbiotes survivent; c, les

symbiotes sont morts; /, les symbiotes sont vivants.
En resume:

a: tissu mort— symbiotes disparus;
b: » » — » morts;
c: » » — )> peut-etre vivants;
d: » » — )> vivants;
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e: tissu peut-etre vivant — symbiotes morts;
/: » » » — i> vivants;
g: pieces totalement degenerees;

h: » iniitilisables.

Une categorie comprenant des cas de developpement des

symbiotes sur le milieu de culture s'avera inutile, cela ne s'etant
jamais produit.

Du point de vue de la symbiose, on voit que seule la
categorie d est determinante. En effet, si les symbiotes sont morts
(a, b, c), le resultat n'est pas atteint. Si le tissu est encore
vivant (e, f), la symbiose subsiste.

Les pieces de la categorie d presentent un tissu visiblement
degenere; leurs symbiotes sont nettement vivants, de forme

typique, de structure homogene — sauf les zones claires
normales —, d'aspect turgescent; ils se colorent de la meme
maniere que sur des pieces fraiches. Le bon etat des symbiotes
est confirme par les frottis qui montrent leur structure typique,
leur bonne colorabilite, souvent des figures de division. Ce

fait n'exclut pas la presence, dans les pieces de cette
categorie, de symbiotes morts, brises, d'aspect granuleux, faible-
ment colores, parfois de symbiotes difformes.

Dans une proportion de pres de 50%, les explantats se

revelerent infectes par d'autres bacteries (cocci ou bacilles de

petite dimension). Lorsque cette infection n'empechait pas
un examen utile de la piece, je la mettais dans des

categories a' ä /'. Sinon, elles etaient classees sous g'. Je recon-
naissais l'etat d'infection des pieces inutilisables ou disparues
(h!) d'apres les frottis.

Resultats.

13 pieces, soit 3 corps adipeux et 10 ovaires, entrent dans
les categories g et h et sont inutilisables. Les 35 autres se

repartissent comme suit:

a (tissu mort, symbiotes disparus): 2

b » » » morts): 10

c » » » peut-etre vivants): 9

d » » » vivants): 8
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e (tissu peut-etre vivant, symbiotes morts):
/ » peut-etre vivant, symbiotes vivants):

0

Les 12 pieces des categories a et b ne presentent pas d'in-
teret, leurs symbiotes ayant degenere. Les deux explantats de

a, tous deux des ovaires, furent fixes 15 jours apres l'explan-
tation. De la categorie b (5 ovaires, 5 corps adipeux), 2 furent
fixes le 14e et le 15e jour, les 8 autres au-delä du 25e jour, dont
les 3 derniers le 34e jour. C'est done des le debut que Ton trouve
des fragments degeneres et dont les symbiotes sont morts.
La nature des milieux ne semble pas avoir influence les pieces
de ces deux categories.

Aucune piece n'entre dans la categorie e. Done tant que
l'organe se maintient en bon etat, les symbiotes vivent. Je

n'ai jamais assiste ä une degenerescence des symbiotes dans un
tissu symbiotique sain.

Parmi les explantats de la categorie /, nous en trouvons qui
ont garde leur structure typique (noyaux cellulaires normaux):
1 ovaire jusqu'au 14e jour, 1 corps adipeux jusqu'au 21e jour,
et 2 jusqu'au 28e jour. II est toutefois difficile d'admettre que
ces fragments aient ete reellement vivants apres si longtemps,
alors que d'autres (mis dans les categories a k d) ont degenere
des le 7e jour, sans meme etre atteints d'infection bacterienne.
Deux pieces ont ete mises dans la categorie / sur la seule base de

leur frottis qui presente des symbiotes vivants, le tissu n'ayant
pas pu etre examine sur des coupes. De toute maniere cette

categorie, composee de 6 pieces, ne nous montre pas de maniere
certaine la vie des symbiotes dans un tissu mort, et ne nous est

de ce fait d'aucune utilite.
La categorie c comprend 9 pieces, soit 6 corps adipeux et

3 ovaires. Un corps adipeux et 2 ovaires presentent une infection

par des micro-organismes etrangers. Dans ces 9 cas, les

symbiotes sont presents, souvent en tres grand nombre, dans un
tissu nettement altere. Toutefois, rien ne permet de prouver
l'etat de vie de ces symbiotes. On ne peut done pas placer
ces explantations dans la categorie d.

Enfin 8 pieces ont pu etre attributes d'une maniere sure ä

la categorie d. II s'agit de 7 corps adipeux et d'un ovaire. Seul
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un fragment de corps adipeux, fixe apres 15 jours, est infecte

par d'autres microbes. Tous sont degeneres, mais presentent
des symbiotes vivants et normaux. Le frottis de contröle

manque dans un cas; cependant la coupe de ce fragment est

suffisamment probante. Dans un autre cas, certaines bacteries

Fie. 15.

Fragment de corps adipeux, 14 jours apres son explantation sur
un milieu a la gelose; complement degenere, il est envahi par

ses symbiotes.

symbiotiques ont une forme tres legerement modifiee, bour-
souflee. Mais les autres sont normales et Ton voit des figures
de division tvpiques.

La duree de l'experience pour ces 8 explantations est la
suivante:

ovaire: 1 cas de 39 jours
corps adipeux: 1 » » 14 »

1 » »15 »

3 » » 21 »
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corps adipeux: 1 cas de 34 jours
1 » » 39 »

D'autre part, 4 des fragments de corps adipeux de la cate-
gorie d (14, 15 et 2 fois 21 jours) prouvent que les symbiotes
ne se contentent pas de survivre dans l'organe degenere, mais

s'y multiplient activement. C'est en quelque sorte ä une
pullulation que Ton assiste. Les bacteriocytes ayant perdu leur
membrane, les bacteries se repandent dans les cellules voisines
et dans tout le tissu (fig. 15).

On trouve un cas semblable parmi les fragments de corps
adipeux de la categorie c.

Enfin le fragment de corps adipeux de d reste 39 jours en

explantation presente sur son frottis des figures de multiplication

typiques.
Sur l'ovaire, l'observation de tels phenomenes est plus

difficile, car il faut estimer l'epaisseur de la couche de symbiotes
a la surface des ovocytes. Toutefois, comme dans le cas cite
an debut de ce chapitre (explantations en gouttes pendantes,
fig. 14), cette couche est ici manifestement plus epaisse que
d'ordinaire, et surtout, les cellules folliculaires sont envahies

par les symbiotes.
L'influence du milieu est faible. Sur le tableau 4, les

categories d et f semblent indiquer un effet favorable du glucose

sur les symbiotes. Tous les cas de multiplication on de pullulation

des symbiotes ont eu lieu sur des milieux glucoses.
Des 23 explantats infectes par des microbes etrangers,

12 font partie des categories g' et h'. II en reste 11 sur les

35 pieces utilisables. Ces infections sont dues, soit ä la presence
de germes dans les explantats eux-memes, soit a des germes
exterieurs tombes sur les milieux de culture lorsque j'ouvrais
les boites de Petri pour faire les prelevements periodiques.

La plupart de ces colonies bacteriennes qui avaient infecte
des fragments explantes ou qui s'etaient developpees ä leur
contact immediat furent repiquees sur des milieux ordinaires
(eau peptonee notamment). Toutes etaient etrangeres au sym-
biote et se developperent abondamment dans ces milieux. Ces

souches etaient done sans interet. En admettant meme, en
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effet, que l'une d'elles ait ea pour origine le symbiote, il n'aurait
pu s'agir que d'une exception, d'un mutant. Or, si la culture
da symbiote reussit une fois, il faudra alors que l'on puisse
reinoculer ä des Blattes les organismes cultives, et, pour ainsi
dire, les rendre ä leur Symbiose. II est peu probable qu'un
mutant adapte ä un milieu artificiel si radicalement different
du milieu symbiotique reponde ä cette condition. D'ailleurs je
cherchais ä obtenir le developpement du symbiote dans sa

forme normale, et si j'avais atteint ce but dans un cas, j'aurais
du l'atteindre dans tous les cas similaires.

Conclusion.

Cette experience confirme done ies resultats des explanations

en gouttes pendantes et etablit que les symbiotes peuvent
survivre au tissu symbiotique, se multiplier ä ses depens, vivre
en dehors des conditions normales de la
symbiose. Dans cette mesure, nous pouvons parier d'une
dissociation de cette symbiose.

Des lors on doit pouvoir obtenir une proliferation des

symbiotes en l'absence de l'höte, sur un milieu non vivant. Si je
n'ai pas obtenu leur passage sur mes milieux artificiels, e'est

que ces milieux n'etaient pas les bons. II semble que, le milieu
propice trouve, rien ne s'opposerait plus ä ce que les bacteries

symbiotiques s'y developpent.
Le Systeme des explantations parait done etre la meilleure

methode pour l'isolement du symbiote. Elle echappe aux incon-
venients d'une greffe sur un autre insecte et permet une adaptation

progressive des symbiotes ä des conditions extra-symbio-
tiques, mieux que ce n'est le cas lors d'inoculations simples,

par application d'organes ou au moyen de suspensions.
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Tableau 3.

Recapitulation des explantations Sur milieux geloses.

DurCe (le l'explantation
Totaux

Calögorie 7 jours 14 jours 21 jours 28 jours 35 jours 39 jours

ca ov ca ov ca ov ca ov ca ov ca ov ca ov Total

a 2 2 (2) 2 (2)

b 1 1 2 2 1 3 4 (4) 6 (0) 10 (4)

c 1 3 1 1 1 1 1 6 (1) 3 (2) 9 (3)

d 1 4 1 1 1 7 (1) 1 (0) 8 (1)

f 1 1 3 1 5 (1) 1 (0) 6 (1)

8 1 1 1 (1) 1 (1) 2 (2)

h 1 1 3 3 3 2 (2) 9 (8) 11(10)

Totaux 2 5 7 6 6 6 6 4 3 2 1 25(10) 23(13) 48(23)

Categories: voir pages 280-281.
ea: corps adipeux. ov: ovaires.
Entre parentheses, le nombre de fragments infectes par des miero-organisme:

etrangers ä la symbiose.

Tableau 4.

Influence du milieu.

Milieu
Categories

Total
a b c d e / g Ii

Agar, acide urique 2 4 1 1 1 3 12

Agar, acide urique, peptone 1 6 1 4 12

Agar, acide urique, glucose 2 4 3 3 12

Agar, acide urique, peptone,
glucose 3 2 3 3 1 12

Categories: voir pages 280-281.
La majorite des cas de survie des svmbiotes se sont produits sur des milieu

sucres (categories d et /).
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CHAPITRE 4

Isolement de l'hote.

Chez de nombreuses especes d'insectes vivant en svmbiose

avec des bacteries, il est relativement aise d'obtenir experi-
mentalement des individus, et meme des generations, des

souches entieres, depourvus de symbiotes. C'est que tres sou-

vent la transmission des bacteries de l'insecte mere ä ses

descendants se fait par un rrtecanisme externe, c'est-ä-dire que
1'animal n'infecte ses oeufs qu'apres les avoir pondus. II enduit
leur coque d'un liquide rempli de symbiotes. II est facile de

desinfecter ces oeufs avant que n'eclosent les larves.

Celles-ci, qui d'ordinaire acquierent leurs symbiotes en devorant
la coque de leurs oeufs, en sont ainsi privees.

Dans d'autres cas, on peut soumettre les oeufs ä une cen-
trifugation qui deplace les bacteries. Ne pouvant
atteindre leur mycetome, les symbiotes disparaissent. On

obtient de cette fa<;on des individus on des pontes entieres

sans symbiotes.
Parfois il est possible de priver l'insecte de ses symbiotes

en e x t i r p a n t ses mvcetomes.
On peut alors etudier les effets produits chez l'hote par

l'absence des symbiotes.
Mais aucun de ces procedes n'est applicable aux Blattes,

du fait que l'infection des oeufs a lieu dejä dans l'ovaire. En

outre, les oeufs sont pondus dans une ootheque que la femelle

porte jusqu'au moment de l'eclosion, ce qui rend impossible
une disinfection quelconque. Car une ootheque se desseche et
« meurt » si on la separe de l'insecte qui la porte, meme si l'on
prend soin de la placer dans un endroit humide, aere et sterile.
D'ailleurs les oeufs sont tres fragiles; ils eclatent des que l'on
touche ä l'ootheque. Enfin une extirpation n'est pas possible

puisque les bacteriocvtes sont epars dans tout le corps adipeux
et dans les ovaires.
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Nous avong dejä dit de quelle maniere plusieurs auteurs ont
cherche ä detruire les symbiotes dans la Blatte vivante. L'un
utilisait les antibiotiques, un autre les rayons
ultraviolets on encore la chaleur. On pourrait penser
aux rayons X ou aux ultra-sons. La methode par
la chaleur est de loin la plus simple. Elle evite une
intervention particuliere sur chaque individu, et une lesion meca-

nique. Elle peut etre appliquee massivement ä des quantites
d'insectes sans necessiter d'installations coüteuses pour un
resultat peu sür. En outre, c'est probablement la methode qui
porte le moins atteinte aux insectes, quoiqu'elle entraine encore

une mortalile de l'ordre de 75%. C'est pour ces raisons que j'ai
choisi la methode de destruction des symbiotes par la chaleur.
J'ai cite (pp. 244-245) les resultats obtenus par Glaser en 1946

grace ä cette methode. II faut cependant remarquer que cet
auteur n'a travaille que sur des series d'insectes tres restreintes.
En outre, l'examen qu'il faisait de Blattes sans symbiotes apres
590 jours me parait sujet ä caution. J'ai souvent trouve des

Blattes normales ägees dont les ovaires etaient plus ou moins

atrophies.

A. Methode.

Un bocal d'elevage (cristallisoir) de 17 cm de diametre et
de 14 cm de hauteur, contenant un certain nombre de Blattes
(jusqu'a 30 ä la fois), est place dans une etuve relativement
spacieuse (65 X 60 X 60 cm), mais sans Systeme d'aeration,
dans une atmosphere tres humide (95 ä 100%). Le bocal contient
un petit flacon d'eau, bouche par une meche de coton qui reste

constamment imbibee. Le fond est couvert de sciure de bois,

et dans un verre de montre se trouve de la nourriture ordinaire
(biscuit de chiens et lait en poudre) en large quantite. Le bocal
est ferme par une toile de gaze.

Une temperature de 35° C peut suffire pour detruire les

symbiotes, mais necessite un sejour prolonge des elevages dans

l'etuve. Meme apres 6 semaines de ce traitement, certaines
Blattes ne sont pas completement debarrassees de leurs

symbiotes.
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Avec 38°, un sejour de 4 semaines n'est pas süffisant, mais

ce delai convient pour une temperature de 39°, tout en etant

un minimum. Les insectes eux-memes ne supportent pas une

chaleur excessive. Places dans une etuve ä 40°, ils perissent en

quelques jours.
II faut done s'en tenir ä la temperature de 39°, pas trop

nocive pour les Blattes, et qui agit sur les symbiotes d'une
maniere sure dans un delai raisonnable. Un tel traitement
entraine une mortalite des insectes d'environ 65% pendant le

sejour ä l'etuve, puis de 10% apres leur sortie de l'etuve.
La mortalite est particulierement forte pendant les dix

premiers jours. Puis survient un palier d'une dizaine de jours,
suivi d'un nouvel accroissement de mortalite jusqu'ä la iin du

traitement. La mortalite de 10 % qui suit le traitement correspond

ä celle des elevages ordinaires.
Ce sont surtout les larves qui succombent a la chaleur, car

dans la plupart des cas, la mort survient an moment d'une

mue. L'insecte semble avoir de la peine ä sortir de son exuvie,
les antennes ou les pattes restent prises dans leur cuticule. On

trouve une quantite de Blattes qui se sont dessechees avant

que le nouveau tegument ait pu prendre sa consistance dure

et impermeable. Tous ces phenomenes sont probablement dus

ä la chaleur qui desseche le liquide exuvial. On remarque aussi

que les insectes avant mue abandonnent leur exuvie. alors que
dans les conditions normales ils la mangent. J'etudierai plus loin
les repercussions phvsiologiques et anatomiques du traitement.

Fig. 16.

Degenerescence progressive des bacteriocytes lors du traitement par
la chaleur. a) aspect sur coupes; b) sur frottis.

L'action sur les symbiotes est nette. Sur les frottis, on

constate une alteration notable des bacteries, qui se colorent
mal, deviennent granuleuses. se fragmentent. La figure 16
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montre la degenerescence progressive des bacteries dans les

bacteriocytes et leur aspect sur les frottis correspondants.
La destruction des symbiotes est irreguliere. On peut trouver

des bacteriocytes ä symbiotes degeneres apres 15 jours de trai-
tement, comme aussi, exceptionnellement, des symbiotes encore
vivants apres 4 semaines. Un sejour de 4 semaines ä 39° ne

permet done pas de considerer d'une maniere absolue l'ensemble
des insectes traites comme prives de leurs symbiotes. Ce n'est

qu'au moment de la mort de chaque individu qu'un frottis de

son corps adipeux donnera une indication sur l'etat de ses

bacteries, indication qui devra etre completee par l'examen

histologique de l'organe. Cependant, ainsi qu'il ressort des

comptes rendus d'experience donnes dans les prochains cha-

pitres, la presence, dans les series, d'insectes possedant encore
leurs symbiotes est un avantage plus qu'un inconvenient, car
ces individus servent d'elements de comparaison, de temoins,
au reste du lot.

B. Experiences.

Sept series d'essais, totalisant 108 Blattes, n'entrent pas en

ligne de compte; elles ne servirent qu'ä mettre an point la
methode.

Des 262 Blattes qui constituent 11 series d'experiences,
196 ont peri pendant ou apres le traitement, et sont inutilisables.
Treize autres furent prises au moment meme de leur mort; un
examen utile de l'etat de leur symbiose est encore possible.
Enfin 53 survivent, permettant l'etude de leur etat et de leurs

symbiotes apres des delais allant jusqu'ä 190 jours des la fin
du traitement. Nous disposons ainsi de 66 pieces a etudier.

L'examen de l'etat de la symbiose porte d'une part sur le

corps adipeux, d'autre part, chez les femelles, sur l'ovaire.
Dans l'ovaire, il faut considerer la couche superficielle des

ovocytes et les bacteriocytes. Un insecte est considere comme

prive de la symbiose si aucun symbiote n'est plus visible ni dans
les bacteriocytes du corps adipeux, ni dans ceux des ovaires

ou ä la surface des ovocytes.
II est curieux de constater que ces trois localisations ne sont

pas touchees uniformement par la chaleur. II est frequent de
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trouver des ovocytes depourvus de symbiotes chez une Blatte
dont les bacteriocytes de l'ovaire, plus rarement aussi ceux du

corps adipeux, sont encore remplis de symbiotes. Le corps
adipeux est souvent « sterilise » alors que les bacteriocytes de

l'ovaire sont normaux. D'une maniere generale, on peut dire

que les symbiotes des ovocytes sont atteints les premiers, puis
viennent ceux des bacteriocytes du corps adipeux, enfin ceux
des bacteriocytes de l'ovaire.

Cela m'a amene ä faire six categories, expliquees dans le

tableau 5. L'annotation est faite ainsi:

— (symbiose negative) les symbiotes ont disparu.
4- (symbiose positive) les symbiotes sont presents,

vivants.
(incertain) le renseignement fait defaut.

Tableau 5.

Ovaire

Categories Corps adipeux

Bacteriocytes Ovocytes

a
b

c
—

—

d
e +

+
+

f + (+)

Pour les males, seules les categories a et / entrent en ligne
de compte.

C. Resultats.

Les animaux traites, classes en fonction de la temperature
et de la duree du traitement, se repartissent comme suit dans

les diverses categories:
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Tableau 6.

Effet de la chaleur sur les sytnbioles,
en jonction de la temperature et de la duree du traitement.

Categories
Tempi-
raturt'

° C. Jours a h r (i ' /

35 28 1 1

35 37 1

35 42 5 3 2 2

36 15 1

36 23 1

36 42 3 3 i /,

38 28 4 1

38 31 1

39 28 6 5

39 36 2

39 41 1 1

39 42 15 2

Totaux 36 15 3 3 9

66

Nous avons done obtenu 36 Blattes totalement depourvues
de symbiotes (categorie a), dont 28 vecurent, soit environ 10%
des insectes mis en experience. Ce n'est que dans les series

traitees par 39° pendant au moins 28 jours qu'aucun symbiote
n'est plus decelable (aucun cas dans les categories c ä /).

L'äge des insectes au moment du traitement n'inlluence pas
le resultat.

La destruction des symbiotes est definitive. Dans aucun cas

les bacteries ne reprennent leur proliferation apres le traitement.

Qu'on les examine des la sortie de l'etuve ou plus de

3 mois plus tard, les bacteriocytes sont et restent vides; ils
s'amenuisent meme jusqu'a disparaitre completement.

En effet, la grandeur movenne des bacteriocytes du

corps adipeux diminue avec le temps. Le diametre normal
d'une de ces cellules mesure environ trois ou quatre fois celui
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de son novau (10 p.), soit 30 ä 40 p. Pendant les trois premieres
semaines qui suivent le traitement, cet ordre de grandeur se

maintient. Plus tard, il est rare d'en
voir de cette dimension, et le diametre

moyen s'abaisse ä environ deux fois
celui du noyau. Souvent les bacterio-

cytes depassent ä peine la taille de leur

propre noyau (flg. 17). Au-delä de 120

jours apres le traitement, on ne trouve
generalement plus aucun bacteriocyte.

On voit encore les debris des
symbiotes peu apres leur destruction,

sous forme de granulations dans
le protoplasme du bacteriocyte. Mais

peu a peu le protoplasme s'eclaircit,
devient homogene. Apres 80 jours, les

bacteriocytes ne se differencient fre-

quemment plus d'aucune maniere des autres cellules du tissu

adipeux. On a l'impression, en examinant des pieces fixees au
Bouin et coupees dans la paraffine, d'etre en presence d'un

tissu vide, compose uniquement
de membranes cellulaires et de

noyaux. Seule, la grosseur typi-
que d'un noyau peut trahir 9a

et lä la presence de ce qui fut
un bacteriocyte (fig. 18).

Les noyaux des

bacteriocytes evoluent de diverses

manieres et tres irregulierement,
pendant la degenerescence des

cellules. Parfois ils se ratatinent,
s'amenuisent en prenant des

formes anguleuses. D'autres fois,

au contraire, on les voit s'hyper-
trophier, se gonfler. II semble

dans de nombreux cas, que le noyau tende ä se diviser amito-
tiquement, comme il le fait dans les circonstances ordinaires,
mais que la cellule ne suive pas le mouvement — peut-etre
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Fig. 17

Fragment de corps
adipeux 28 jours aprfes le
traitement bactericide
(42 jours ä 35°).

Bacteriocyte reduit.

Fragment de corps adipeux
80 jours apres le traitement
bactericide (42 jours ä 39°).
Le noyau typique trahit seul
l'existence d'un bacteriocyte.
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faute d'un accroissement de la quantite des symbiotes qu'elle
devrait contenir — et qu'alors le noyau reste ä mi-chemin de

sa division. II a dans ce cas une
forme lobee (fig. 19). Mais apres 120

jours, les noyaux memes ont dis-

paru avec les bacteriocytes.

D. Conclusion.

Nous disposons done d'une
methode tres simple qui, bien que
sacrifiant ä priori une proportion
considerable des insectes mis en

experience, permet d'obtenir un
nombre eleve de Blattes depourvues
de symbiotes. Telle etait la condition

indispensable ä l'etude syste-
matique de cette symbiose.

Dans l'annexe qui termine ce travail, j'indique quelques
donnees que j'ai pu recueillir sur les insectes de mes series

quant aux consequences qu'entraine pour l'hote l'absence
de ses symbiotes.

Fig. 19.

Noyau hypertrophic et
lobe d'un bactCriocyte de
corps adipeux, 77 jours
apres le traitement
bactericide (28 jours ä 38°).
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ANNEXE

Effets de l'absence de symbiotes sur les Blattes.

A. Croissance.

Au moment de son eclosion, une larve mesure 2,5 ä 3 mm
de longueur. Dans des conditions normales d'elevage ä 23° C,

son developpement l'amene en une centaine de jours en

moyenne ä la mue imaginale. II y a des exceptions, en ce sens

que certains individus peuvent se metamorphoser dejä apres
72 jours, d'autres seulement beaucoup plus tard. La longueur
des imagos est de 13 ä 44 mm. La croissance normale des

Blattes est representee sur la figure 20 par une zone pointillee
dont les marges indiquent respectivement le maximum et
le minimum de grandeur atteint par ces insectes en un temps
donne. A partir de la metamorphose, on comptc on moyenne
80 jours jusqu'ä l'eclosion de la generation suivante: 30 ä 50

jours pour la maturation des ovaires et autant pour le developpement

embryonnaire apres la ponte de l'ootheque. Une
femelle peut pondre 2 ou 3 ootheques, donnant naissance

chaque fois ä 20, 30, ou meme 36 larves.

Qu'en est-il chez les Blattes depourvues de bacteries sym-
biotiques Nous avons vu que des la fin du traitement, la
courbe de mortalite reprend un trace parallele ä celle des ele-

vages ordinaires. Cependant, pour etre tout ä fait sür de ne pas
prendre en consideration des cas de mort dus au traitement
lui-meme, j'eliminerai dans cette etude les individus qui
perirent moins de 30 jours apres la sortie de l'etuve. D'autre
part, les insectes completement depourvus de symbiotes entrent
evidemment seuls en ligne de compte.

Chez la plupart des Blattes sans symbiotes, le developpement
subit un certain ralentissement. La metamorphose, si eile a

lieu, est tardive; eile ne survient guere avant 1'äge de 120 jours,
parfois seulement ä 190, voire ä 230 jours. Une partie des
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insectes succombe immediatement apres la mue imaginale.
Enfin beaucoup meurent avant d'avoir atteint le Stade adulte,
quoique ä des äges allant jusqu'ä 275 jours. La zone hachuree

du graphique indique le developpement maximum et minimum
des Blattes sans symbiotes. Trois cas exceptionnels figurent en
dehors de ses marges. II s'agit, d'une part, d'un male metamorphose

ä l'äge de 92 jours, soit dans un delai normal; les deux
autres sont des larves qui moururent ä l'äge de 221 et de

274 jours, ayant atteint respectivement une taille de 3,5 et

7,5 mm (taille adulte: 13 mm).
De toutes les Blattes femelles depourvues de symbiotes,

aucune ne pondit d'ootheque.
Les donnees ci-dessus ne sont evidemment que des indications.

Cette etude du developpement de Blattes sans symbiotes
n'a porte que sur les vingt cas qui, dans mes series, s'y pretaient.

B. Developpement des ovaires
(verification de l'hypothese de Glaser).

L'ovaire d'une Blatte normale mesure toujours ä peu pres le

dixieme de la longueur totale de l'insecte, sauf pendant la

periode qui precede la ponte, oü il depasse cette proportion.
Pendant le developpement larvaire. il a une structure en ruban,

alors que chez l'adulte il est en bouquet (fig. 21). Les oeufs

atteignent au moment de la ponte 3 mm de long.
Parmi les 36 Blattes etudiees et sürement depourvues de

symbiotes, 10 sont des femelles, dont 2 prises au moment de

leur metamorphose, 13 des males et 15 des larves.

Fig. 21.

a) ovaire de type larvaire, en ruban.
b) ovaire de type adulte, en bouquet.
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Fig. 22.

Ovaire d'une Blatte adulte sans
symbiotes, 160 jours apres le traite-
ment bactericide (42 jours ä 39°).
a) entier; b) coupe, od: oviducte;

to: tubes ovariens.

1. Des 8 femelies adultes, 6 ont des ovaires reduits,
atrophies, dont 3 sans aucun ovocyte (fig. 22). Les deux autres

presentent des ovaires mor-
phologiquement normaux,
mais ä l'examen histolo-
gique, leurs ovocytes se

revelent degeneres des la

dimension de 200 ja. Ceux

de 150 pi sont dejä plus ou

moins fortement vacuolises

(fig. 23).
2. L'une des deux

femelies prises au moment
de la metamorphose a des

ovaires normaux pour ce

Stade: un ovaire de type
adulte jeune (en bouquet, mais sans gros ovocytes), l'autre
encore de type larvaire (en ruban).
Chez l'autre femelle, l'ovaire gauche

est atrophie, sans ovocytes;
l'ovaire droit manque complete-
ment. Ce dernier cas reste enig-
matique.

3. Trois femelles adultes chez

qui l'absence de symbiotes est

incertaine presentent deux cas

d'ovaires atrophies et un cas oü les

ovaires sont legerement reduits,
les ovocytes degeneres.

4. Une femelle adulte qui
subit le traitement par la chaleur
dans la meme serie que deux des

cas d'ovaires atrophies cites sous 1 (42 jours ä 35'

conserva ses symbiotes, a des ovaires normaux.
5. Parmi 7 larves femelles etudiees au cours de leur deve-

loppement, soit pendant le traitement, soit plus tard, 5, ägees

de 111 k 135 jours, ont des ovaires de proportion et de structure
normales. Les ovaires des deux autres, prises ä l'äge de 135 et

Fig. 23.

Ovaire d'une Blatte adulte ä
la fin du traitement bacteri¬

cide (28 jours ä 38°).
Les ovocytes qui döpassent
150 [x degönörent en formant

des vacuoles.

mais qui



CHEZ LA BLATTE, B. GERMANICA 299

de 192 jours, sont atypiques: leurs tubes ovariens sont en

desordre, portant gä et lä des ovocytes (fig. 24). Ces ovocytes
sont par ailleurs normaux dans un des cas,

legerement vacuolises dans l'autre.
En resume, toutes les femelles adultes certai-

nement depourvues de svmbiotes presentent
une alteration (2 cas), voire une atrophie (6 cas)
des ovaires, avec arret du developpement des

ovocytes. Une Blatte ayant subi le traitement
mais conserve ses symbiotes a des ovaires

normaux. L'atrophie n'est done pas due au
traitement par la chaleur lui-meme.

Pendant le developpement larvaire, l'absence
de symbiotes ne semble pas avoir de
repercussion sur la croissance de l'ovaire.

C. Conclusion.

Pour autant que le petit nombre de cas envisages ici per-
mette de se prononcer, l'absence de symbiotes entraine chez la
Blatte femelle une atrophie des ovaires. Cette constatation
confirme pleinement celle de Glaser. Ce que Ton peut en outre
conclure de notre serie d'observations, e'est que cette atrophie
est due, plutot qu'ä un developpement insuffisant des ovaires

eux-memes, ä une inhibition de la croissance des ovocytes.

1mm

Fig. 24.

Ovaire d'une
larve de 8

mm. 18 jours
apres le
traitement
bactericide (42
jours ä 39°).
Cas

exceptional.
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RESUME

Les bacteries intracellulaires des Blattes sont dejä bien

connues quant ä leur localisation, leur Cytologie, leur compor-
tement. Leur presence reguliere, sans exception, chez toutes
les especes de Blattes, dans des cellules specialisees du corps
adipeux, les bacteriocytes, et dans les ovaires de ces insectes,
et la maniere infaillible dont elles sont transmises aux generations

successives de leur höte, tendent ä faire considerer cette
association comme une symbiose.

Toutefois, s'il est certain que les bacteries ne peuvent vivre

que grace ä l'existence de l'insecte, le role que joueraient reci-

proquement les symbiotes en faveur de l'höte reste enigma-
tique. Aucune des nombreuses hypotheses emises ä ce sujet
n'a reQu jusqu'ici une confirmation süffisante, du fait notam-
ment qu'on n'a jamais reussi ä separer systematiquement
les deux organismes, afin de les etudier en l'absence Tun de

l'autre.
C'est ä cette dissociation de la symbiose Blatte-Bacteries

que je me suis attache.
L'isolement des symbiotes sur des milieux artificiels et

naturels n'a jamais reussi. Les resultats positifs de tels essais,

annonces par certains auteurs, n'ont pas pu etre repetes.
Des inoculations de ces bacteries, pas plus que des greffes

d'organes symbiotiques entiers (corps adipeux et ovaires) ä

d'autres insectes, n'ont permis d'obtenir les symbiotes en
dehors du cadre strict de leur symbiose, l'insecte recepteur
eliminant rapidement les bacteries inoculees ou les greffons.

En revanche, les bacteries symbiotiques se sont developpees

independamment de leur hote dans des fragments de tissus

symbiotiques qui, explantes aseptiquement dans des milieux
artificiels, avaient degenere. Cette methode des explantations
pourrait permettre une etude de la biologie des symbiotes.

L'isolement de l'hote, c'est-a-dire la destruction des bacteries

symbiotiques dans l'insecte vivant, est obtenu au moyen
d'un traitement des elevages par la chaleur. Un sejour de 4 ä
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6 semaines dans une etuve chauffee ä 39° C provoque la dispa-
rition progressive, non seulement des bacteries, mais encore
des bacteriocytes. Malgre la forte mortalite entrainee par ce

traitement, on peut obtenir ainsi des series importantes de

Blattes sans symbiotes.
L'absence de symbiotes intracellulaires chez les Blattes

entraine, s'il s'agit de larves, un ralentissement de leur deve-

loppement; ce retard peut aller jusqu'ä l'arret complet de la

croissance, bien avant la metamorphose.
Chez la femelle adulte, eile provoque une atrophie des

ovaires. C'est sur le developpement des ovocytes que l'absence
de symbiotes semble agir en premier lieu.

BIBLIOGRAPHIE

Becker, G. 1942. Untersuchungen über die Ernährungsphysiologie
der Hausbockäferlarve. Z. vergl. Physiol., 29.

— 1943. Beobachtungen und experimentelle Untersuchungen zur
Kenntnis des Mulmbockkäfers (Ergates faber L.l,
2. Mitt., Z. angew. Entomol., 30.

Blochman'n, Fr. 1887. Über das regelmässige Vorkommen von bakte¬

rienähnlichen Gebilden in den Geweben und Eiern
verschiedener Insekten. Z. Biol. 24 (N.F. 6).

— 1892. Über das Vorkommen von baklerienähnlichen Gebilden
in den Geweben und Eiern verschiedener Insekten.
Zbl. Bakt., 11.

Bode, H. 1936. Die Bakteriensymbiose der Blattiden und das Verhallen
der Blattiden bei aseptischer Aufzucht. Arch. Mikro-
biol., 7.

Brues, Ch. T. et R. C. Dunn, 1945. The effect of penicillin and certain
sulfa drugs on the intracellular bacteroids of the
cockroach. Science, 101.

Büchner, P. 1930. Tier und Pflanze in Symbiose. Berlin, Bornträger.
— 1953. Endosymbiose der Tiere mit pflanzlichen Mikro-or-

ganismen. Basel Stuttgart, Birkhäuser.
Chauvin, R. 1949. Physiologie de VInsecte. Paris, Minist, de l'Agric.,

Inst. nat. de la Rech, agron.
Csaky, T. et L. Töth. 1948. Enzymatic breakdown of nitrogen com¬

pounds by the nitrogen fixing bacteria of insects.
Experientia, 4.

Fraenkkl, G. 1951. The nutritional requirements of insects for known
and unknown vitamins. Trans. IXth Intern. Congr.
Entom. Amsterdam.



302 LA SYMBIOSE BACTERIENNE INTRACF.LLULAIRE

Fraenkel, G. 1952. The role of symbionls as sources of vitamins and
growth factors for their insect hosts. Symposium sur la
«Symbiose chez les insectes » (Amsterdam, 1951).
Tijdschr. Entomol., 95 et Union intern. Sc. biol.,
ser. B, n° 10.

Fraenkel, G. et M. Blewett. 1943. Intracellular symbionls of insects
as sources of vitamins. Nature, 152.

Gier, H. T. 1936. The morphology and behaviour of the intracellular
bacteroids of roaches. Biol. Bull., 71.

—• 1937. Growth of the intracellular symbionls of the cockroach,
Periplaneta americana. Anat. Record, 70.

— 1947. Intracellular bacteroids in the cockroach (Periplaneta
americana L.). J. Bacterid., 53.

Glaser, R. W. 1920. Biological studies on intracellular bacteria. Biol.
Bull., 39.

— 1930. On the isolation, cultivation and classification of the
so-called intracellular «symbionls », or « Rickettsiae »,

of Periplaneta americana. J. exper. Med., 51.

— 1930. Cultivation and classification of «bacteroids», «sym¬
bionls » or « Rickettsiae» of Blalella germanica.
J. exper. Med., 51.

— 1946. The intracellular bacteria of the cockroach in relation to
symbiosis. J. Parasitol., 32.

Grasse, P.-P. 1949. Traite de Zoologie, t. IX, Paris, Masson.
Gropengiesser, C. 1925. Untersuchungen über die Symbiose der

Blattiden mit niederen pflanzlichen Organismen. Zbl.
Bakteriol., 64.

Gubler, H. U. 1947. Versuche zur Züchtung intracellularer Insekten-
symbioten. Dissertation, Zurich et Schw. Ztschr.
Pathol, u. Bakt., 11 (1948).

Henneguy, L. F. 1904. Les Insectes. Paris, Masson.
Hertig, M. 1921, Attempts to cultivate the bacteroids of the Blaltidae.

Biol. Bull., 41.

Hollande, A. Chr. 1951. Devolution des endosymbioses des Termites
et des Blattes. Symposium sur la « Symbiose chez les
Insectes», Amsterdam, 1951. Tijdschr. Entomol., 95
(1952).

Hollande, A. Chr. et R. Favre. 1931. La structure cytologique de

Blatlabacterium euenoti (Mercier) n.g., symbtole du
tissu adipeux chez les Blattides. C. R. Soc. Biol., 107.

Javelly, E. 1914. Les corps bacleroides de la Blatte (Periplaneta
orientalis) n'onl pas encore ele cultives. C. R. Soc.
Biol., 77.

Jucci, C. 1930. Sulla presenza di batteriociti nel tessuto adiposo del
Termitidi. Boll. Zool., 1 et Arch. Zool. Ital., 16

(XI Congr. Intern. Zool.).
— 1951. Symbiosis and phylogenesis in insects. Trans. IXth int.

Congr. Entomol. Amsterdam.
Keller, H. 1950. Die Kultur der mtracellularen Symbioten von Peri¬

planeta orientalis. Z. Naturf., 5b.



CHEZ LA. BLATTE, B. GERMANICA 303

Koch, A. 1933. Über künstlich symbionlenfrei gemachte Insekten.
Verh. dtsch. Zool Ges., 1933.

— 1948. Wege und Ziele der experimentellen Symbioseforschung.
Naturw. Rundschau, 1948.

— 1949. Die Bacteriensymbiose der Kuchenschaben. Microkosmos,
38.

— 1951. Neuere Ergebnisse auf dem Gebiete der experimentellen
Symbioseforschung. Symposium sur la «Symbiose
chez les Insectes», Amsterdam. Tijdschr. Entomol.,
95.

Lwoff, A. 1923. Nature el position syslemahque du bacteroide des

Blattes. C. R. Soc. Biol. 89.
MF.RcIE it, L. 1906. Les corps bacleroides de la Blatte (Periplanela

orientalis) Bacillus cuenoli n. sp. C. R. Soc. Biol., 61.

— 1907. Becherches sur les bacleroides des Blathdes. Arch. Pro-
tistenk., 9.

—- 1907. Cellules a Bacillus cuenoti dans la paroi des games
ovariques de la Blatte. C. R. Soc. Biol., 62.

Milovidov P. E. 1928. A propos des bacle'roides des Blattes (Blalella
germanica). C. R. Soc. Biol., 99.

— 1928. Coloration differentielle des bacteries et des chondriosomes.
Arch. Anat. Micr., 24.

Neukomm, A. 1927. Action des rayons ultra-violets sur les bacteroides
des Blattes (Blalella germanica). C. R Soc. Biol., 96.

— 1927. Sur la structure des bacleroides des Blattes (Blalella
germanica). C. R. Soc. Bio)., 96.

— 1932. La reaction de la fixation du complement apphquee ä
Vetude des bacteroides des Blattes (Blalella germanica).
C. R. Soc. Biol., 111

Paillot, A. 1933. L'infection chez les Insectes. Immun lies et Symbiose.
(G. Patissier, Trevoux).

Peklo, J. 1947. Symbiosis of Azotobacter with Insects. Intern. Congr.
Microbiol., Kopenhagen (Rep. Proc., 1949).

Pierantom, U. 1936 Gli studii sulla endosimbiosi ereditaria nelle

origmi e nei piü recenti sviluppi. Attualitä zool., 2.

Ries, E. 1932. Experimentelle Symbiosestudien, 1 Mycelomtrans-
plantationen. Z. Morph. Oekol., 25.

— 1933. Endosymbiose und Parasitismus. Z. Parasitenk., 6.

— 1935. Über den Sinn der erblichen Insektensymbiose. Natur¬
wissenschaften, 23.

Schanderl, II. 1942. Über die Assimilation des elementaren Stick¬
stoffs der Luft durch die Hefesymbioten von Rhagium
inquisitor L. Z. Morph. Oekol., 38.

Smith, J. D. 1948. Symbiotic microorganisms of Aphids and fixation of
atmospheric Nitrogen. Nature, 162.

Stammer, H. J. 1951. Die Verbreitung der Endosymbiose bei den
Insekten. Symposium sur la «Symbiose chez les

Insectes», Amsterdam. Tijdschr. Entomol., 95.

Steinhaus, E. A. 1947. Insect Microbiology. New-York, Ithaka.



304 LA SYMBIOSE BACTERIENNE INTRACELLULAIRE

Töth, L. 1946. The biological fixation of atmospheric Nitrogen. Mono¬
graphs Nat. Sei., 5 (Hung. Mus. Nat. Sei., Budapest).

— 1950. Protein metabolism and nitrogen fixation by means of
microorganisms living in symbiosis with insects. Proc.
8th Congr. Entomol., Stockholm.

— 1950. Beiträge zur Frage des Stickstoff-Stoffwechsels der
Insekten. Ann. Agr. Coll. Sweden, 17.

— 1951. Die Rolle der Mikroorganismen in dem Stickstoff-Stoff¬
wechsel der Insekten. Zool. Anz., 146.

— 1951. The role of nitrogen-active microorganisms in the nitrogen
metabolism of insects. Symposium sur la « Symbiose
chez les Insectes », Amsterdam. Tijdschr. Entomol.,
95.

Weber,??. 1933. Lehrbuch der Entomologie. Jena, Gustav Fischer.
WiggLesworth, V. B. 1939. Principles of Insect physiology. London,

Methuen & Co.

— 1951. Symbiosis in blood-sucking Insects. Symposium sur la
« Symbiose chez les Insectes », Amsterdam. Tijdschr.
Entomol., 95.

Wolf, J. 1924. Contribution ä la localisation des bacteroides dans Ic

corps adipeux des Blattes (Periplaneta orientalis).
C. R. Soc. Biol., 91.

— 1924. Contribution a la morphologie des bacteroides dans les
Blattes (Periplaneta orientalis). C. R. Soc. Biol., 91.


	La symbiose bactérienne intracellulaire chez la blatte, B. Germanica
	Introduction
	La symbiose intracellulaire de la blatte : historique
	Descriptions des organes symbiotiques et des symbiotes
	Isolement du symbiote
	Isolement de l'hôte
	Annexe : effets de l'absence de symbiotes sur les blattes
	Résumé
	...


