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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



262 LA SYMBIOSE BACTERIENNE INTRACELLULAIRE

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.



268 LA SYMBIOSE BACTERIENNE I.NTRACEI.I.ULAIRE

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;



CHEZ I.A. BLATTE, B. GERMANICA 281

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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