DES RELATIONS NUMERIQUES
ENTRE BACTERIES LYSOGENES ET PARTICULES
DE BACTERIOPHAGE

Ipar Awsori GRATIA.

(Institut de Bactériologie de ! Unwersité de Liége )

Dans une note parue a la Société de Biologie, il y a un an,
M. et Mm Wollman [1] ont rapports les résaliats de leurs
expériences sur une souche de B. megatherium spontanément
lysogene pour une souche asporogéne de ce bacille, souches
toules deux isolées par Den Dooren de Jong [2]. 1ls ont conlirmé
cette note par un mémoire paru dans les Annales de ['Institut
Pasteur en février dernier [3].

Leurs principales conclusions sont les suivantes :

1° Le titre lytique d’une culture en bouillon du B. megathe-
rium lysogene 899 serait remarquablement bas {107, 10¢) et frés

-

inférieur & celul qu'on obtient avec les lysats bactériopha-
giques (10%, 10%).

20 Les cultures de B. megatherium lysogéne sur milieu
solide (gélose siche) ne contiennent pas de bactériophages
libres.

3° De telles cultures contiennent des bactériophages intracel-
lulaires. Ces bactériophages peuvent &tre mis en liberté
lorsqu'on fait dissoudre les bactéries par du lysozyme sous
forme de blanc d'ceuf.

4> Sous 'action de ce lysozyme, les suspensions de B. mega-
therium cultivé sur gélose mettent en Liberté autant de parti-
cules de bactériophage qu’elles donnaient de colonies par ense-
mencement avant ce traitement. .

M. et M™ Wollman déduisent de cetle stricte relation qu'il y
a une particule de bactériophage dans chaque germe lysogene.
fls considerent cette notion comme difficilement compatible
avec la théorie diastasique el avec Ja notion parasitaire des bac-
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tériophages, mais comme confirmant remarquablement leur
théorie selon laquelle 1o bactériophage serail un « facteur lyso-
gtne héréditaire », c’esl-d-dire une particule reprisentalive
d’hérédité.

Dés la publicalion de la note de M. et M™ Wollman, j'ai
essayé de vérifier la curieuse relation numérique invoquée par
ces auteurs en faveur de leur thése; mais j’al constaté 'inter-
venlion de causes derreur que jai déji rapportées dans ces
Annales 74}. Sans vouloir revenir ici sur cetle discussion, je
rappetle deux critiques principales que j'ai formulées,t savoir :

Les é¢mulsions du slreptobacille qu'est le B. megatherium
sont constituées : .

1° Non pas d'individus isolés, mais de chainettes de plusieurs
individus, ce qui fausse enlitrement les résultats des numéra-
tions du microbe;

2 DVaulre part, de spores résistanles au lysozyme et dont la
présence dans la culture sensible produit des taches claires qui
faussent le résultat des numérations des taches de bactério-
phage.

A ce mémoire faisait suife une réponse de Wollman [5] qui
ne m'a nullement convaincu, notammenl en ce qui concerne
I'objection péremptoire du facteur « chainelte » mais qui, par
contre, réfute & juste litre l'objection du facteur « spore ».
Dans leur note, M. el M"* Wollman disaient que leurs émul-
sions de bacilles lysogdnes élaienl faites avec des cultures
dgées de dix-huil heures. Je pe pouvais pas deviner gqu'ils
enlendaient parla des cullures ayant séjourné seulement treize
heures & 37° et cing heures a la lempéralure du laboraloire,
ainsi quils le précisenl seulement beaucoup plus tard; ces cul-
tures étaient alors mon encore pourvues de spores, tandis que
mes cultures ayant passé dix-huit heures entidrement & 37°, en
contenaient dans la proportion d’environ une par chainetle
d'une dizaine d'individus microbiens. Les expériences de
Wollman élaient done faites avec des émulsions sans spores.
Je retire trés volontiers cetlte critique résultant d’an malenlendu
dont je ne suis pas responsable. Mais alors si 'on fait abstrac-
tion du facteur « spore », on conslate que, dans mes expériences,
onne relrouve plusla relation numérique de M. et M™ Wollman
et je suis donc en désaccord non seulement sur l'interprétation,
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mais encore sur Ie fait lni-méme. J'ai poursuivi mes recherches
avec le vil désir d’obtenir exaclement les mémes résultats que
M. et M™* Wollman. Pendant l'espace d’un an qui sépare la note
de ces autenrs et la rédaction de ce mémoire, J’ai accompli au
cours de multiples expériences des centaines de numérations,
seule fagon d’obtenir une représentation statistique convenable
des relations mumériques entre les individus lysogenes et
les particules de bactériophage qu’elles libérent; malheu-
reusement, je n’ai pu vérifier aucune des données de M. et
M™¢ Wollman rappellées ci-dessus.

Dans deux notes préliminaires [6], ’ai dé)a résumé trés brie-
vement mes principaux résullats. Je désire les rapporter ici de
fagon aussi concise que possible, mais avec la précision dési-
rable pour éviter tout malentendu.

MATERIEL DE RECHERCHE.

Voici l'origine des souches que j'ai employées :

De juin a octobre 1935, )'ai ulilisé comme souche lysogéne,
le B. megatherium 899 sporulé et comme souche sensible le
B. megathertum 36 (mutilat) asporulé que je devais & l'obli-
geance de M. Wollman, lequel les avait lui-méme regues de
Den Dooren de Jong.

D'octobre 1933 & mars 1936, j'ai continué mes expériences
avec ces souches, mais concurremment avec une souche de
B. megathertum 899 et avec unc souche de B. megatherium
« mutilat » 338%, que je dois a I'obligeance de M. Den Dooren
de Jong. Enfin, je me suis demandé si les divergences entre
les faits décrits par M. et M™ Wollman et les miens ne rési-
daient pas dans d'éventuelles variations microbiennes surve-
nues dans mes cultures. J'ai redemandé & M. Wollman ses
souches 889 et 36, el c'est avec ces dernidres culiures que j'ai
refait loules mes expériences de mars a juin 1936. Qu’il me soit
permis de remercier encore ici MM, Den Dooren de Jong et
Wollman pour leurs aimables envois.

Pour la conservation, les souches stock ont 66 régulisrement
repiquées tous les huit jours et placées vingt heures a 37°;
elles étaient ensuife conservées & la glacidre. Toulefois, mes
expériences se poursuivant de fagon presque quotidienne, les
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souches donl je me servais couramment élaient en fait repi-
quées quasi lous les jours. Eniretenues sur gélose ordinaire
jusqu’en octobre 1935, elles le furent dans la suite sur gélose
pepionée (eau 1.000, peptone 20, gélose 25). Les milieux de
culture élaient ajustés a pH 7,4. ‘

Au cours de mes recherches, j'ai retrouvé des fails qui, tout
au moins en cerlains poinls, concordent avec ceux observés
par Den Dooren de Jong. Les cullures de B. megatherium 899
sur gélose peplonée donnent, aprés quelques jours, des colonies
secondaires de coloration jaune se détachant comme des gout-
teletles de beurre fondu sur le fond créme de la culture qui,
primitivement seéche, devient muqueuse. A ¢ce momenl, tout le
fond est entizremenl formé de spores, tandis que les taches
jaunes sont constiluées par des bacilles présentant des formes
d'involulion aboulissant & un aspect de levares. Sil'on soumet
al'isolement le matériel muqueux sporulé, on obtient des colo-
nies séches, rugueuses, qui vont évoluer exactement comme
ci-dessus en redonnant la méme dissocialion, tandis que les
laches jaunes soumises & lisolement donnent des colonies
lisses qui ne sporuleronl pas. En somme, les premidres colonies
sont du type R, les secondes du type S. Comme le type R spo-
rule, il se conserve aisément; par contre, le type S asporogene
est fragile. Le type R est beaucoup plus filamenteux que le
type S,lequel s'obliendra assez facilement sousforme de bacilles
isolds, lorsqu'on émulsionne un prélévement fait sur la partie
la plus stche de fa gélose inclinée. On entrelient aisément ces
deux types & I'dtal pur en les soumeltant régulidrement a l'iso-
lement et en sélectionnant chaque fois des colonies typiques.
Ces observations ressemblent & beaucoup de cas analogues de
dissociation décrits pour d'auvires microbes; elles ont certaine-
ment un caractére de généralilé qui doil avoir une significalion
imporlante. On a beaucoup invoqué I'existence éventuelle de
cycles microbiens; les faits ci-dessus suggérent I'idée de géné-
rations alternantes et 'on peut se dernander si, par analogie
avec ce qui se passe chez les végétaux, le type R du 5. mega-
theriwm ne serail pas 'équivalent d’un « sporophyle » et le
type S, I'équivalent d'un « gamétophyte ».




656 ANNALES DE LINSTITUT PASTEUR

TECBNIQUE DE TITRAGE DU BACTERIOPHAGE.

Le tilrage du bactériophage est établi par la numération des
taches claires que fait une dilulion convenable du bactério-
phage sur un fond de microbes sensibles poussant en milieuw

“solide. La plupart des auleurs, lorsqu'ils ulilisent cette méthode,

mélangent dans un tobe stérile une émulsion de microbes
sensibles avec une gnantilé donnée de bactériophage; puis ils
étalent, & 'aide d’une anse de platine, une certaine quantité du
mélange & la surface de la gélose nutritive contenue dans vne
boile de Petri. Cette technique, qui a éié utilisée par M. et
M= Wollman, n’a jamais eu mes préférences, car elle offre
plusieurs inconvénients. D'abord, la quantité de liquide &
titrer que 'on peut élaler ainsi a la surface d'une boite de Petri
ne dépasse gudre 0 c.c. 1, soit environ 1I gouttes, quantité
trop petite pour pouvoir élre mesurée avec précision. De plus
Pétalement n'est jamais homogéne : trop dense & certains
endroits, il sera trop maigre & d’autres. Ici, la couche miero-
bienne sera discontinue, réduile méme a des colonies isolées
entre lesquelles des particules de bactériophage seront perdues;
la, au contraire, I'étalement Irop épais restera trop longtemps
humide et les taches y auront une tendance facheuse & la
confluence. On comprendra mieuxce que je veux direen voyant
les figures 1a et 16 illustrant la réponse de Wollman {5} & mon
mémoire antéricur [4]. '

Cest pourquoi j'ai de tout temps préféré faire directement,
dansla hoite de Petri stérile, le mélange bactériophage-microbe
sensible, en quantité suffisamment grande pour étre aisément
mesurable, puis d'y ajouler la gélose nutritive fondue, dans
laguelle on incorpore le mélange de fagon bien homogene.

Mais si cette technique a sur la précédente I'avantage d’une
plus grande précision et d’une homogénéité parfaite, elle pré-
sente 'inconvénient que microbes et bactériophages se trouvent
non plus répartis en une mince couche superficielle, mais
disséminés dans toule F'épaisseur de la gélose. Cela est souvent
sans importance; mais dans certains cas la numération des
taches peut en é&tre génde; de plus, la gélose nutritive. ayant
é1é ensemencée dans toute sa masse au lieu de ne ]'étre qu’d la
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surface, elle s'épuise plus rapidement, la culture s'arréle et
corrélativement les taches n’atteignent pas toujours leur meil-
leur développement, (Vest pourquoi j'ai mis au point une
technique qui évile les inconvénients des deux précédentes, tout
en combinant lears avantages. En voici la description :

A parlir d'une cullure dgée de douze heures & 31c du B. megatherium
sensibje sur eau peptonée gélosde, on fait une émulsion bien hiomogéne et
trés légéremenl trouble en eau peplonée. Dans un tube stérile large, on
mélange 3 c.c. 5 de cetle émulsion, 0 ¢.c. 3 d’'une dilution convenable du
bactériophage & litrer, 1 cenl. cube d’eau peptonée contenanl 2,5 p. 100
d’agar-agar maintenue eu surfusion a 55°. Dans ce mélange, le titre du baclé-
riophage sera réduil an 1/10 de ce qu’il ¢lail, c’est-a-dire qu’il y sera de 10*
g'il y étail de 410° Quanl & V'agar-agar, il sera 4 la concentration faible de
0,5 p. 100. Avec la pipetie de 1 cenl. cube qui vient de servir & verser 'ean
peplonée gélosée, on aspire el refoule deux fois le mélange de fagon 4 bien
I'homogénéiser puis on prend 1 cent. cube qu'on verse au milieu d'une boite
de Pelri contenanl déji une eouche d'environ 0 cent. 3 d’épaisseur d'eau pep-
tonée gélosée qu'on y aura coulée la veille. Grice 4 la légere viscosilé gque lui
confére le 1/2 p. 100 d'agar-agar, le centimitre cube du mélange g'étale spon-
tanément de fagon régulidre; on favorisera néanmoins cet élalement en
animanl [a botte d'un léger mouvement de circonduction qu'on arrétera dés
que le mélange commencera A se solidifier. On réalise ainsi celte condition
fdéale d'un mélange de baclériophage el de microbes sensibles étalé i la
fois de fagon bien homogtne el en couche mince & la surface d'une épaisse
couche de gélose nuotlritive. Aprés dix minules, lorsque la solidification est
bien assurée, on retourne la boite pour la placer 4 37 pendant quatre A
cing heures, puis & la lempérature ordinaire. La lecture se fera de prélé-
rence aprés lrente-six heures, lorsque les taches de baclériophage auront
atteint & pen prés le développement maximum. Les Images ainsi oblennes
sont toujours d'une remarquable netleté (voir figures el planches).

NUMERATIOR DES COLONIES LYSOGRNES.

La technique que je viens de déerire convienl également de
fagon remarquable  la mise en évidence et & la numération des
colonies lysogénes.

Comme je l'avais observé il y a une dizaine d'années et
rapporié ici sealement en 1932 {7}, lorsque des microbes exer-
cant un sntagonisme & 1'égard d’un autre microbe ou lorsque
des microbes lysogdnes sont disséminés parmi une masse
homogene de microhes sensibles, chaque individu antagoniste
ou lysogéne réserve autour de lui une zone de gélose nutritive
ot son action inhibitrice interdit toute croissance au microbe
sensible. La couche uniforme de la culture sensible est ainsi
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sur la méme boite de Pelri les taches claires centrées par les
colonies lysogknes et les taches vierges de haclériophage libre;
la relation numérique entre les deux données s’y frouve ainsi
automatiquement inscrite. On congoit aisément 'avantage que
celte technique offre, surla technique classique de numération
microbienne, pour le probléme qui nous occupe ici. Son usage
constant m'a montré, — comme je I'ai déja bridvement signalé
dans mon précédent mémoire, et comme nous 'e verrons plus
loin — qu'a 'inverse de P'opinion formulde par M. et M™ Woll-
man, les cullures de B. megatherium lysogéne sur gélose ne
sont pas exemptes de bactériophage libre.

On peut néanmoins désirer avoir les deux données numé-
riques, le nombre de colonies lysogénes el le nombre de taches
de bactériophage, non plus simultanément, mais séparément.
(C'est le cas, entre aunlres, lorsque ces deux données sont d'un
ordre de grandeur trés différent). Il suffit alors d’apporter a la
technique une légere modification appropriée & chaque cas. Si
I'on veul avoir uniquement le nombre de colonies lysogdnes,
il sulfira de ne pas inlroduire de microbes sensibles dans le
mélange; on ajoutera 0 c. c. § de 'émulsion lysogéne & 3¢.c. 8
d’ean peptonée stérile au lieu de 3 c.c. 5 d’émulsion sensible.
Sil'on veut, au contraire, uniquement le nombre de taches de
bactériophage libre, on maintiendra évidemment 1’émulsion
sensible, mais on centrifugera I'émulsion lysogtne de fagon
modérée (cing minutes & 5.000 t/m), de fagon & éliminer les
microbes lysogénes tout en mainlenant les parlicules de bac-
tériophage libre en suspension, ainsi que nous l'avons déja
signalé dans nolre mémotire précédent.

Selon les trois variantes de notre technique, nous aurons
done les résultats schématisés dans la figure ci-jointe el qui se
recoupent parfaitement {Voir figure 1).

Voicid'autre part dans le tableau ci-dessous quelques chiffres
obtenus & titre d’exemple. -

Emaulaion 8. megatheriumB899 dilué & 10 —4 dans émulsion
magatherium sensible 36,

Enulsi smal Colontes. . . . . . W 46 12 48
Mulsion NOrmale . . 3 Tueheg . . . . . . 5 20 21 a8
Colonies. . . . . . 0 ] 0 0

Emulsion centrifugée. Taches . . . . . . 3 . 91 91
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TENEUB EN BACTERIQOPHAGE LIBRE DES CULTURES
DE « B, MESATHERIGM » LYSOGENXE EN BOUILLON.

" D'aprés M. et M™ Woliman, les cultures en bouillon de B.
megatherium 899 ne contiennent de baclériophage libre qu’au
titre de 10® & 104 trds inférieur & celui gu'on oblient avec les
lysats bactériophagiques (10¢ & 10°). '

Ces auteurs ne disent ni la méthode de titrage qu'ils ont
employée, ni les conditions deleurs cultures da B. megatherium
en bouillon, A savoir température d'incubation, aération, durée
de la enlture. Ov, tous ces facteurs ont leur 1m poriance. C'est,
en effet, une notion classique fondamentale de labactériophagie
que la multiplication du bactériophage est fonction de la multi-
plication microbienne. Cela est non seulement vrai lorsque la
régénération du bactériophage se fait au dépens du microbe
sensible ainsi que l'avaient les premiers moniré Bordet et Jau-
main [7] mais encore Jorsqn’elle se fait dans une culture « lyso-
géne » ainsi que cela se voit dans les expériences que j'ai
rapportées ici en 1932 [7]. Le titre bactériophagique d'une cul-
ture en bouillon de B. megatherium lysogene peut donc varier
beaucoup selon les conditions de culture du microbe. Sans
m’étendre davantage sur une notion anssi évidente, je me con-

tenterai de l'illuslrer par une expérience dont I'expost m’oblige.

a faireict une digression préalable.

En secouant énergiquement les cultures en bouillon de B.
megatherium lysogéne pendani leur développement, J'avais
espéré oblenir des émulsions dont les individus, au lieu d'¢ire
groupés en chainettes, seraient bien isolés, de fagon que la
nomération des colonies représentitf aussi exactement que pos-
sible le nombre d'individus lysogénes. Or, je suis arrivé au
résultat diamétralement opposé. Loin d’étre dissociées par
'agitation, les chaineties deviennent plus longues encore, jus-
qu'a former souvent des filaments interminables et pour une
raison qui, nous allons le voir, a son intérét.

Dans les rares Traités qui y font allusion, l'agitation est con-
sidérée comme un facteur irés délavorable au développement
microbien. Pourtant déja Galli Valerio [9] a soutenu la these
opposée. in toul cas, pour le B. megatherium, et davantage

Bttt e ek atet .
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encore pour un autre bacille isolé par Den Dooren de Jong, le
B. luteus, j'ai conslaté que Vagitation favorise la croissance
d’une fagon extraordinaire. La cause esseniielle, sinon unique,
de cette influernce réside dans 'oxygénation intense que I'agi-
tation apporte & la culture de ces microbestires aérobies. L'expé-
rience suivanie va nous montrer 'influence considérable de
{'agitalion sur la croissance du B. megatherium et corrélative-
mentsur le titre de la calture en baclériophage libre.

Exeimiexce 1. — A laide des spores de B. megalherium 399, chaullées
une demi-heure N Tie, de fagon A luer toul haclériophage libre, on ense-
mence 10 tubes de 20 cenlimélres de long conlenant chacun 7 cent. cube de
bouillon ordinsire, puis on les scelle. 3 de ces tubes soni placés verlica-
lement dans une élagére, Iesiisulres sonl placés dans unemachine & secouer.
Etagdre et agitaleur sonl poriés 2 33°. Aprés qualre heures, huil heures,
douze heures, vingl-quaire el quaranle-huil heures d'incubalion, onrelire de
Pétuve un des lubes au repos et un des lubes agilés. Déja aprés quaire
heures, une différence trés notable se marque enirele tube non agilé ot le
conteni se trouve sous Ja forme d'une colonne verticale Lrés faiblement
aéré el le tube secoué ofi nne mousse abondantie est le {émoin dune aéra-
Lion inlenze. Dans le premier, ¢'est 4 peine si I'on peot deviner 'apparition
d'un léger développement; dans le second, on conslate déja un lrouble irés
margué. El tandis que, déjad aprds hoit heures, dans les tubes agilés, la
culture a atteint son apogée sous ia forme d'un trouble d'une densilé extra-
ordinaire, dans les tubes au repos la croissance se poursuil avec lenteur,
c'est & peine si, aprés vingt-qualre lisures, elie y atteint un trouble équi-
valenl & eelui que présenlaient déja aprés quatre heures les lubes agilés.

Chaque fois qu'on relire ainsi une paire de tubes, on y faitle
titrage du bactériophage par la technique déerite plus haut. Le
tableau suivant nous renseigne sur la concentration en bacté-
riophage libre de la culture & différents ages selon qu'il s'agit
d'un tube bien agité, donc bien aéré, {ox) ou d'un tube au
repos, donc peu aéré (anox).

4 NEURBS 8 HEUNES 12 nEzpEs 24 REURES 48 HEURES

Anox. . 10% 5 106 408 A 40¢ 107 & 405 40% A 40° 106 a 407
Ox. . . 407 & 16* 10® & 104 10 & 40Y 0% & 10 407 & 40°

On obtient des résullats forts semblables si, au lieu d'adrer
fortemenl la culture par agitation, on l'adre en 'étalant en
couche mince dans une boite de Petri ou dans une boite de
Kolle. On voit dans quelle mesure la teneur en bactériophage
libre d'une culture de B. megatherium lysogéne peut varier




662 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR

selon le degré d'aération de la culture puisque toule autre chose
ézale d'aifleurs, une culture de douze heures contiendra de
. mille 3 dix mille fois plus de bactériophage libre si elle est
fortement aérée, que si elle I'est modérément. C'est le seul
enseignemenl que je veaille retirer pour le moment de cette
expérience, bien que son examen plus détaillé ait apporlé
d'intéressantes indications, pnints de départ daulres expé-
riences qui seront publides ullérieurement.

La teneur en bactériophage libre peut varier également selon
quil s'agit d’uee culture de B. megatherium du lype R ou
d'une culture du type 8. Placées duns des conditions absolu-
ment identiques, les cultures du type S contiennent dix fois
woins de bactériophage libre que celles du type R. Quoi qu'il
en soil, le type 8, bien que mulilat asporogéne, est parfaite~
ment lysogéne, ce qui, si je ne me trompe, est en coniradiclion
avec certaines voes de Wollman.

On risque euncore de se faire une idée trés inexacte de la
teneur en bactériophage libre des cullures en bouillon si, au
lieu de faire le titrage par la numération des taches en milieun
solide, on le fait en recherchant jusqu’a quelle dilulion limite
la Jyse s’effectue encore en milieu liquide.

Exremexce 1. — Filtrons une culture de B. megatheriwm en bouillon gui aélé
agilé & 35° pendant huit heures. De ce filtral, nous faisons en tubes de bouil-
Ion (pH 7.4) une série dedilutions allant de 40—t 310—1°, Aprés avoir prélevé
de chacune de ces dilulions 0 e.c. § pour faire le titrage en milieu =olide
selon la technique décrite plus haul, nous ensemencons chaque Lube avec
I goulte d'une jeune culture en bouillon de B. megetherium 36 sensibie el
nous portons le tout @ 37°. Tandis que dans le tilrage en milieu solide nous
trouvons encore trois taches pour la dilulion 16 —°, nous conslatons que
dans la série des tubes en houillon lous se iroublent de fagon umniforme,

sauf seulement les deux ou trois premiers qui manifestent une légére inhi-
bition nette seulement dans le premier tube.

Cette expérience nous montre qu'un filtrat dont l'activité
s'étend jusqu'd 10"lorsqu’il est litré par la méthode des taches,
ne parait stre actif que jusqu’'d 10¢ Jorsqu'il es! titré en bouillon.
(est encore une fois tout ce que je rapporlerai ici de celle
expérience sur laquelle je compte revenir dans un autre
mémoire. '

Concrusiox. — [l résulte donc de lous ces fails que la teneur
en bactériophage libre des cultures en bouillon de B. megathe-
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cium est wne notion fort conlingente. En réalisant des condilions.
favorables, on obtient non pas le titre trés inférieur de 10¢, 10,
mais an contraive un litre alletgnant et dépassant méme le tzire
habituel de JO° et pouvant aller méme jusqu'a 10%.

TENEUR EN BACTERIOPHAGE LIBRE DES CULTURES
pE « B. MuGATHERIUGM » 899 sunr G)NLOSE INCLINEE.

D'aprés M. et M»¢ Wollman, les culture de B. megatherium
899 sur gélose inclinde seraient indemnes de baclériophage
libre, En ce qui me concerne, je les ai loujours tronvées pour-
vues de bactériophage libre. Toutefois, le titre observé dépen-
dait encore une fois de diverses conditions. C’est ce que nous
montre l'expérience suivante :

Exodnexce 111, — On ensemence de B. megalherium §99 un tube de gélose
« ultraséche » (eau pepionge, gélosde, inclinée, privée d’ean de condensalion
puis laissée 4 37® pendant plosienrs jours jusqu'a ce que I'extrémilé supé-
rieure du milien ail un aspect corné et soit méme souvent crevassé).

On le place 3 370, Aprés cing heures, il présente déja une culture impor-
tante. Avec une anse de platine, on fait un prélévement & la pariie supérieure,
Iy o0 le milien est particulitrement sec. Ce prélévemenl est alors dmul-
stonné dang une pelite goultelelte de bouillon sur les parois d'un tube stérile
conienani 18 cenl. cubes de bouillon. Sitdl I'émulsion bien homogéne, on
délaie la gnutlelelie dans les 10 cenl. cubes de bouillon, de fagon & y former
un trouble extrémement 1éger, correspondant environ au lrouble que lerait
une dilution au 1719 d'une culture de vingt heures de B. megatherium en lube
de bouillon. Qualiflons de parfielle ceite premiére émulsion.

Sur fe restant de la culture, on laisse tomber I ou IV gouttes de bouillon
dans lesquelies on délaie toule la masse microbienne en une émulsion trés
épaisse aussi homogéne que possible gu'on étend ensuile de 10 cent. cubes
de bouillon. On oblient ainsi avee la tolalité de la cullure une émulsion triés
dense quon dilue on versant 6 ¢. ¢. & dans 10 eent, cubes de bouillon of elle
forme alors un léger trouble analogue 4 celut de « 'émulsion partielle ».
Appelons lolale cetle seconde émulsion qui a éLé faite & parlir de la lolalité
de la cuallure. :

Avee les deux émulsions, respeclivement « partielle » el « Lolale », on
procéde aussitol & la numération des colonies lysogénes et & celle destaches
de baclériophage libre sclon les technigues décerites plus haut.

Puis, & litre de vérification, ayant centrifugé les deux émulsions, on fail
encore une numération des laches de bactériophage libre avec les liquides
surnageants, landis qu'avec les culols on fail des frollis qu'on colore par la
mélhode de Gram. :

Nous faisons ensuite exaclement les mémes numérations de colonies lyso-
génes el de laches de baclériophage avec des émulsions « partielle » el
« lotale » préparées de la méme fagon, mais i parlir d'une culturve digée de
dix-huil heures, donl lreize heures passées A 370, et cing heures 4 la lempé-
ralure du laboraleire.

Annales de Dinstitu! Pasteur, t. 57, ne 6, 1936. 43
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Voici dans le lableau ci-dessous les résultats d’une expé-
rience prise au hasard parmi de nombreuses expériences sem-
blables. Ges chiffres sont ceux oblenus avec la dilution 10°.

COLTHRES 3 NWRURES GLLTI RES 48 NEURES
4 3 {13 & 37, D & 209
R N e e era———
FBmulsion Emulsion Ewmnlsion Emulsion
partielle lotale pariielle totale
Colonies . . . . . . .. 6n ] 63 39
Taches . . . . . . ... 1.200 40 250 3

Faites en irés grand nombre, des numérations semblabloes
ont donné des résultals du méme ordre, d'vit I'on peut déduire
que les cultures de B. megatherium lysogeéne sur gélose ullra-
seche conliennent du bactériophage libve dont le litrage don-
nera des chillves trés dilférents selon 1'age de la cullure et
selon la maniére dont celte culture est émulsionnée. Le titre
le plus élevé s'obtient avec I'émulsion pirtielle d'une culture
jeune, de quatre & cinq heures; il peut atteindre alors facile-
ment le titre habituel de 10% et 'on trouve alors dix & cent fois
plus de taches de bactériophage libre que de colonies lyso-
gines. Le titre le plus bas s’obtient avec | émulsion totale d'une
culture dgée de dix-huil heures; il tombe en-dessous de 10° et
Yon trouve alors de dix & cent fois moins de taches de bacié-
riophage libre que de colonics. Entre ces deux extrémes, on
obtiendra des conditions inlermédiaires pour lesquelles le
nombre de taches de hactériophage libre sera sensiblement
le méme que celul des colonies lysognes.

A quoi sont dues ces variations dans la tenear en baciério-
phage libre selon la fagon dont a €té faite I'émulsion ? Tout
simplement & des phénomenes de fixation. En effet, tundis que
I’émulsion totals trés dense en microhes est favorable & la
fixation du bactériophage libre, 'émulsion partielle, trés dis-
séminée au conliraire, est peu favorable a cette fixalion. 1l
peut paraiire étrange & premidre vue qu'une cullure lysogene
puisse fixer le bactériophage qu’elle a libéré. 1l en est pour-
tanl bien ainsi d'apras I'expérience suivanle.

Exvénignce IV, — On ensemence avec le B. megathérium lysopbne 899 du
type i, 25 cenl. cubes de bouillon étalé en couclie mince dans une hoite de

Kolle. Aprés huit heores 4 372, 1a eullore trés tronble est centrifugée, puis
décantée et fillrée Le titre en baclériophage du fiitrat est de 46* {i cenl. cube
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2 Filtra e eullure lysogtne en bowillon,
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16, 2 (expdrience 1Y)
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de la dilution 10° donne 7T taches). Dans b cent. cubes de filtrat, on émul-
sionne de fagon « Lotale » une culture sur gélose de B. megnlherium 899 R,
agée de dix-huit heures (Lreize heures A 37, cing heures A 20°) et qui elle-

méme contient du bacltériophage libre & la concentralion de 108 ainsi que le-
montre le titrage de son émulsion « partielle ». Aprés trente minutes de-
contact, on centrifuge 'émulsion et on soumel av litrage le liquide surnageant.

On constate gu'aprés le traitement par la culiure sur gélose, le lilre du

filtral est tombé de 10° & 10° {1 cenl, cube de la dilution 1¥* donne b taches).

Ainsi done la culture sur gélose séche contenant du bactériophage libre au

titre de 10%, mise en émulsion dense dans le fltrat dune culture en bouillon

contenant aussi du bauvlériophage libre au titre de 108, fixe 4 la fois le bacté-
rioplkage de la culture en bouillon et celui de sa propre culture au poinl de

le faire lomber au litre de 10° (fig. 2).

Nous avons vu plus haut que le type S est environ dix fois.
moins lysogéne que le type R. L'expérience ci-dessus répétée
avec le type S nous montre que ecelui-ci est également environ
dix fois moins fixateur que le type R.

Coxcrusion. — La teneur en bactériophage libre du B. mega-
therium 899 sur gélose inclinée est, comme pour les cullures en
bouillon, une notion tout d fail contingente. Dans les conditions
[avorables, il atteint le chiffre habituel de 10,

Nous apprenons enoulre que, dans les émuisions de B. mega-
therium, chague tndividu mecrobien est le suppor! non seule-
ment de bactériophaye iniracellulaire non encore lihéré, mais
encore de bactériophage libre secondawement firé sur huz. Cest
la une notion trés imporlante avec laguelle nous aurons 2
compter dans la discussion.

DE ta LIBERATION DU BACUVERIOPHAGE INTRACELLULAIRE
PAR LA DISSOLUTION DU B. megatherium LYSOGENE.

Nous pouvons maintenant aborder en connaissance de cause
I'objet essentiel de ce travail.

Dans leur note de mai 1935, M. et M* Wollman {1] rap-
porient leur expérience comme suit :

« On prépare par dilutions successives des suspensions con-
tenant des quantilés décroissantes de germes. De chacune on
ensemence 0 ¢. ¢. 1 (Il gouttes) en gélose fondue qu'on coule
en boites de Petri. Les suspensions bactériennes sont ensuite
additionnées de lysozyme (blanc d’euf) el 0 ¢. c. 1 (1 gouttes)
de suspension ainsi lysée mélangé ¥ quelques gouttes d'une
suspension de bactérie sensible, étalé sur la surfoce d'autres
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boites de gélose. Voici les chiffres obtenus, dans une expé-
rience type, respectivement pour le nombre de bactéries et
pour celui de bactériophages :

Nombre de colonies : 1° environ 300; 2° 32; 3° 7-8,

Nombre de plages : 1° plus de 400; 2° environ 50; 3° 7-8.

« On peut en conclure que, dans le cas de la souche sponta-
nément lysogéne éludiée, le nombre d'éléments aclifs (bacté-
rriophages-fucteurs lysogénes) est égal A celui des corps bacté-
riens mis en expérience, »

J'ai répété cette expérience un grand nombre de fois en pro-
cédant de la fagon suivante :

Exrtriexce V. — Avec une culture de B, megatherium Iysogine 899 sur gélose
nllra-séche, qui est restée treize heures A 370 et cing heures & 209, on fail une
-smulsion bien homogéne dans 10 cent. cubes de houiilon (ou d'eau physiolo-
gique). On dilue cetle émulsion épaisse au 1/100 en versantOc. ¢. 1 dans 10 cenl.
-cnbes de bouillon {ou d’eau)physiologigue). On oblient ainsi un trouble trés
ltger correspondant environ 4 celui qui ferait la dilution an 1/i0 d'une
cullure de B. megalterium en houillon 3gé de vingt quatre heures. Considé.
rans done celle émulsion légére comme une dilution 10— 1. Nous prélevons
1 cenl. cube que nous ajoulons & § cent. cubes de bouillon, nous avons
ainsi une dilution de 10— 2 qne nous répartissons enlre deux tubes & cen-
trifuger a raison de 5 cent. cubes par lube. A P'un d'eux, nous ajoutons glors
111 goulles de blanc d'eeuf dilué an i/3 (lysozyme) et, aprés mélange, nous
le placons & I'éluve & 37* pendant deux heures. Quan! au tube Lémoin, nous
nous en servons pour faire aussitol 1a nomération des colonies lysogénes et
celle des évenluelles Laches de hactériophage libre avant el aprés centrifuga-
lion. Aprés deux heurves, nons procédons aux mémes numéralions avec le

tube clarifié par le lysozyme. Les culots de centrifugalion sont soumis & la
«coloralion par le Gram.

Voici daus le tableau ci-dessous le résultat de quelques expé-
riences semblables. Pour les premieres (a, b, ¢, d), J'ai choisi
.des cas olt les conditions de fixation dans I’émulsion ont abaissé
le nombre des taches de bactériophage libre sensiblement au-
.dessous de celui. des colonies lysogenes; pour les trois der-
nitres (e, f, g), j'ai choisi des cas o les deux nombres sont
sensiblement voisins.

Nombre de colonies. .| 700]7.0] 180! 500 90| 75 | 45

: Bmulsion normale.. | Nomhre de taches. . .| 50| 14| 41 50| 35 | 40 | 40

A Emulsion lysozymde..| Nombre de taches. . .| [ 48[ 3] 38| 35) 38 |40




c'a' bmulawn nmjmale. JU colon ea lssogcnes,
36 taches de bactérlophagﬁ hbre.

fugée ' 0 coiom(,, 39 mches.

-'b) E;nulsmn normale cenli

Fip, 3 (expdrlencc, V)




yso:
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Yoici & tilre d’exemple les pholographies montrant les
résullats”de 'expérience V (e) [fig. 31.

D’aprés ces quelques exemples, on constate que les émul-
sions dissoutes par le lysozyme ne contiennent pas d'autre bac-
tériophage libre que celui qui s’y trouvail déja avant la disso-
lution.

L’action du lysozyme aboutil exaclement av méme résultat
que la centrifugation; elle élimine les bactéries lysogdnes el
conserve les particules de bactériophage libre.

J’al multiplié les expériences en essayant toutes les varlantes
possibles, en utilisant tanidt le type R, taniot le type S, des
cultures tantét plus jJeunes, tantdt plus 4gées, en ulilisant des
émulsions tantdt en bouillon, tantét en ean physiologique, tantot
plus concentrées, tantét plus diludes, en utilisant du blanc
d'an ceuf pondu tantdt depuis quelques heures, tantot depuis
plusieurs jours, e} en le faisant agir tantdot moins, tantot plus
de deux heures, etc. Jamais je n'ai vu le titre du bactériophage
libre augmenté par la dissolution des hactéries lysogénes. Jai
alors essayé 'expérience en remplacant I'action baclériolytique
du blane d’eeuf par celle du Streptothriz ainsi que je 'avais
fait antérieurement pour du B. coli lysogtne T4]. Le résultut fut
tOUJours négafil.

Que qut—il conclure de lous ces dchecs?

(’est, ou bien que pour une raison gue j’ignore, tel un détail
technique qui ne figurerait pas dans les textes de M. ot
M=¢ Wollman que ceux-ci ont réussi 1 ot depuis un an j'échous
régulisrement ; ou bien ¢'est qu'il n'y a pas de libération de bac-
tériophage par la dissolution des bactéries lysogénes el que M. ef
Mme Wollman ont en réalité retrouvé, aprés la dissolution des
bactéries, du bactériophage libre dont ils ont méconnu la pré-
sence dans I’émulsion microbienne avant la dissolution, parce
que, convaincus de son absence dans celle-ci, ils fonl la
numération des colonies lysogtnes en gélose ordinaire au
lieu de la faire, comme je l'ai fait, en présence de bactéries
sensibles.

Plusieurs faits paraissent confirmer cette dernitre éventua-
lité : Wollman trouve environ dix fois plus de taches lorsqu'il
fait I'expérience avec des cultures de cing heures & 37° que
lorsqu’il la fait avec des cultures de dix-huit heures (lreize
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heures & 37° et cing heunres & 20°) [5]. Or, ces variations corres-
pondent aux variations de bactériophage libre de la culture
normale selon l'dge de Ja culture, variations que meus avons
signalées plus haut,

Il y a surtout amssi cette expérience rapportée par M. et
M*¢ Wollman [3] en ces termes : « Nous avons vu que les cul-
tures en bouillon de B. megatheriian contienuent & 'état libre,
10¢, 10* bactériophages pur cemtimétre cuhe. Fail curieux, le
plus souvent ce nombre n’angmente pas de fagon considérable
sous l'action du lysozyme; les cultures s'éclaircissent sans qu'il
y ait modification trés marquée du titre lylique. Mais si, au lien
-de traiter directement ces cultures en bouillon par le lysozyme,
on les centrifuge et qu'on les remelte en suspension dans de
Ueau physiologique, les résuliats sont les mémes que ceux
qu’on oblienl avec les cultures sur gélose : le nombre de plages
fourni par une suspension ainsi traitée est trées sensiblement
€gal an nombre de colonies donné par la suspension avant
fraitement par le lysozyme ».

Kn d'autres termes, ces auteurs reconnaissent que, dans les
cullures en bouillon ot ils ont frouvé du bactériophage libre an
titre de 102, 104, la Jissolulion par le lysozyme n'augmenle pas
ce litre comme il devrait évidemment le faire de fagon nolable
si cette dissolution libérait du baclériophage. Par contre, ils
concluenl a une telle libération lorsqu'ils font 'expérience sur
de culot de centrifugation remis en suspension dans de l'ean
physiologigne et additionnée de lysozyme. lls retrouvent alors
le méme résullat que celui qu'ils obtiennent avec les cultures
sur gélose, Or, il va de soi que ce culof de centrifugation n’éfait
jpas indemne de bactériopbhage libre. Voici d’ailleurs une expé-
xrience qui le confirme.

Expfnrexce Y1, — On ensemence de B. megatherium 389 une boile de Nolle
-contenant 20 cenl. cubes de bouillon élalé. Aprés huil heures a 37°, on cen-
Arifuge la culture oblenue et ondécanle 4 fond le bouillon surnageant lequel
donne un tikre lytigne de 108, Le culol est remis en suspension dans leau
sphysiolngique, puis ¢ ¢. ¢. 1 de celle émulsion esl ajoulée 4 9 cent. cubes
d'ean physiologique ce qui donne une diluiion de 40 —* A 5 cenl. cubes de
-gelle-ci, on gjoule 11l goutles de blune d'cent dilué au tf5. Api&sdeux heures 4 379,
-on fail la namdration du nombre de colooies et du nombre de taches de I'émul-
sion normale témoin of de 'émulsion lysozymée. On {rouve a la dilutien 103 ;

Emulsion normale : 62 colonies et 58 laches;

Fmu'sion lyzozymée : 58 leches.
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Nous retrouvons donc la donnée de M. et M™ Wollman,
¢’est--dire que pour 62 colonies dans 1'émulsion normale nous
trouvons dans U'émulsion lysozymée un nombre assez voisin de
taches de bactériophage libre soit 85 taches; mais,en fait, celui-ci
existait déja comme tel dans I'émulsion normale avant la disso-
lution (88 taches).

Concrusion. — Malgré de multiples essais dans des conduiions.
diverses, je n’'a1 jamais pu obtenir la libération du bactériophage
intracellulaive par la dissolution du B. megatherium fysogéne..

Discussion.,

Dans leur mémoire de février dernier, M. et M™ Woll-
man [3] onl bien voulu me citer en ces termes :

« Un parlisan autrefois convaincu de la théorie diastasique,
Gratia, semble s’tre rallié & la théorie parasitaire. »

Je m'ai jamais été partisan convaincu d'aucune théorie.
Plus soucieux de faits que de théories, je me suis loojours
attachié davantage aux manifestations du bactériophage qu'a sa
nalure. Pourtant, au cours des recherches que je poursuivais
depuis 1920, j'ai rencontré alternativement des faits plus favo-
rables tantdt & la conception diastasique, taotot a la thése duw
virus. Parmi ces derniers qui m’avaient le plus particulidre-
ment impressionné, je rappellerai celui de l'aulonomie du
bactériophage & 'égard de la bactérie ot donl J'avais apporté,en
1922 [10] une démonstration si convaincante que d’Hérelle a
pu la reprendre dans son traité Le bactériophage et son compor-
tement [11] comme un des arguments les plus solides en faveur
de sa these. Si je n'ai pas alors opté formellement pour celle-ci,
c’est précisément & cause des bactéries lysogenes. in cultivant
du B. coli lysogdne dans de I'eau peplonée glucosée, 'y voyais
d’abord apparaitre avec le développement microbien un déve-
loppemenl paraliele de bactériophage libre; mais celui-ci ne
tardait pasa disparaitre ensuife compldtement, la fermentation
du glucose entrainant une acidité a laquelle le bactériophage
succombait irrémédiablement. Or, dans cette cnlture ol tout

‘bactériophage libre avait 616 ainsi détruit, chaque individw

microbien avait conservé intact, tout au moins tant qu'il était
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vivant, son aptitude 2 8tre lysogéne dés qu'il était repiqué en
bouillon ordinaire; mais venait-il a mourir sous I'influence,
par exemple, d’un chauffage & 56°, température pourtant inof-
lensive pour le bactériophage, il n'éiait plus alors le centre
d’aucune propriété lytique. Il semblait donc que la bactérie
lysogéne ne fat pas que le support purement passif d’un virug
bactériophage exogéne qui la conlamine, mais qu'il en fatle
généraleur actif grace & quelque fonclion séerétoire endogene
que le microbe perdrait avec la vie [1].

Il restaii cependant cette possibilité que le virus intracellu-
laire fut prisonnier dans le cadavre du microbe, et que la dis-
solution de ce dernier par une action bactériolylique pourrait
éventuellement remetlre on liberté. C'est ce que depuis long-
lemps Javeis tenlé de faire en dissolvunt des cultures
lysogtnes de B. colt par Taction bactériolytigue du streplo-

Ahrix. Mais, comme je l'ai déja rapporté dans mon précédent

mémoire, paru ici en mars dernier [4], mes résultats n'avaient
pas été suffisamment démonstratifs pour que je les publie. On
comprend par ce qui précéde que la tentative plus heureuse,
semblait-il, de M. et M™* Wollman m'intéressat tout particu-
ligrement.

Wollman est adversaire a la fois de la théorie diastasique et
de la théorie parasitaire; mais il emprunte une partie & cha-
cune d'elles pour édifier une théorie personnelle. Il condamne
la théorie diastasique, notamment parce que les recherches
récentes ont montré que le bactériophage aurait une constitu-
tion physico-chimique incompatible avec celle des diastases.-
(est une pariicule qui se reproduit comme le veul la théorie
parasilaire, dane part ; mais celte particule, qui se reproduit,
n’est pas non plus un virus parasite de la bactérie, car elle
serait d’origine microbienne comme le veut la théorie diasta-
sique, d’autre part. Ce serait une parlicule microbienne repré-
sentative d'hérédité : « un facteur lysogdne héréditaire »,
comme dit Wollman avec une juste réserve pour ne pas 'appeler
un « géne ». Cetle origine microbienne, endogéne done,
Wollman en avait trouvé la preuve définitive comnie beaucoup
d’adversaires de la théorie parasilaire, davs les expériences de
Den Dooren de Jong. Cet auteur, comme on sait, a constalé que
des sporesde B. megatherium lysogene, aprds avoir été chauffées
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3 85° et méme & 100°, températures stirement mortelles pour le
bactériophage, ont congervé intactes leur propriéié lysogine:
réensemencées, elles germent el répandent de nouveau dans
leur culture du bactériophage en guanti{é. Prélendre y trouver
la démonstration que le bactériophage estun produit du microbe
el non pas wae contamination de celui-ci par un virus exogéne
est une fagon de voir singulidrement unilalérale. Pourquot, en
effet, lu spore refuserait-elle au proioplasn:e du virus bacté-
riophage la protection qu'elle accorde au protoplasme du
microbe ? Heureusement, on doit & Cowles [12} et & Adant {43}
- d’avoir réconcilié la logique avec les faits. Ces aunteurs ont
montré gue des spores de bacilles non spontanément lyso-
génes, mais artificiellement contaminées par du bactériophage
exogtpe, conservent également, aprés chauffage & 180°, leurs
propriéiés bactériophagiques acquises. Aussi, Wollman ne
peut-il plus dire aujourd’hui que les expériences de Den Dooren
de Jong « constituent, en quelque sorte, la condammnation dela
théorie parasitaire » [14]. Dans leur mémoire, M. et M»* Woll-
man le reconnaissent d’ailleurs trés volontiers.

Mais cette condamnation, qui leur <chappe dong, ils la
retrouvent & présent dans leur expérience de lihération du bac-
tériophage intracellulaire. Au nom de ces expériences, ils con-
damnent solidairement les théeries parasitaire et diastasique en
ces termes : « On peut conclure de ces expériences que, dans
ie cas de la souche spontanément lysoggne éludiée, le nombre
d’éléments actifs (bactériophages = facteurs lysogenes) est
égal # celui des corps bactériens mis en expérience. 1{ y a la un
résultat incompatible avec la. théorie diastasique et qui est bien
difficile & interpréter dams la. théorie parasitaire. Le seul fait
de 'existence de souches spontanément lysogénes constilue, du
reste pour celle-ei, un écueil qu'elle tonrne en invoguant une
symbiose possible entre bactéries et bactériophages; cefte
hypothése apparait encore plus difficile & sountenir en présence
des données que nous venons de rapporter.

Celles-ci sont, par conire, parfaitement compatibles avec la
conception des facleurs lysogenes héréditaires et paraissent
" apporter en faveur de celle-ci un argument nouveau [1]. »

Ces conclusions, & mes yeux, ne sont nullement juslifiées
par les faits. Je n’ai pu vérifier aucune des données invoquées
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par M. et M Wollman, ni en ee qui coneerne la temeur en
bactériophage libre des cultures de B. megathertum lysogeéne
en bouillon et en gélose, ni en ce qui concerne la libération du
bactériophage intracellulaire.

Sans doute, les parisans de la théorie diastasigue voudromt
voir dans l'absence de libération de hactériophage parla disso-
lution provoquée des hactéries Jysogenes la preuve que celles-ci
ne eontiennent pis de particales de baclériophage actif, ni
virus, ni factsur lysogéne, mais uniquement le méeanisme de
la, séerétion lylique que le mierobe perd done irrémédiable-
ment avec la vie. Mais une telle conclusion, si logique. soit-elle
d premiiére vue, ne sejustifie pas, ear j'ai moniré plushaut que
les bactéries lysogénes des émulsions soumises a la dissolution
provoguée coniiennent sirement du bactériophage aclif: a
savoir celui qui se lrouvait a I'état libre dans la culture et qui
s'est secondairement fixé sur les bactéries lors de leur mise en
émulsion. Or, ce bastériophage actif, lui non plus, je n'al pa le
libérer par la dissolution des bactéries qui I'avaient fixé. Tout
ce que l'on peut dire, ¢'est que paur une raison encore inconnue
le bactériophage intracellulaire, comme le bactériophage
secondairement fixé n'a pu, dans mes expériences, élre libéré
par la dissolution des bactéries.

En résumé, je ne puis que confirmer la conclusion de mon
mémoire antérieur, 3 savoir que la relalion. numérique
invoquée par M. et M Wollman, contre la théorie parasi-
taire, est purement conlingente. -

En appendice au mémoire de M. et M™ Wollman et &
I'appai de leurs vues, M. Liwo(f [15] & apporté des considéra-
tions emprautées au probléme des virus des plantes. Or, voila
bien longtemps que, comme sans doute beaucoup d'autres
auteurs, j'avais le: sentiment d'une certaine analogie entre les
deux problémes; mais, au cours de recherches que depuis trofs
ans je poursuis en collaboration avec mon colldgue Manil sur
la sérologiv des virus des plantes, [ai constaté: qu’il existe
enire les deux problemes une identité si parfaile jusque dans
les moindres datails, que. toute conception, pour 8tre exacte,
doit &ire applicable & l'un comme: & Fautre probléme. Or, il
résulte aussi de nos rectierches dont je compte réunir ici dans
un prochain mémaire les. résultats jusqu’ici disséminés dans
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plusieurs publicalions préliminaires [16], que I'agent actif des
« mosaiques » est un élément exogene.

Il existe précisément, pour le virus des plantes, une théorie
identique & celle de Wollman; rappelée par Lwofl, elle a été
formulée par Duaggar ct ses collaborateurs Karrer et Arm-
strong [41). Javoue n’avoir jamais pu me représenler cetle
conceplion d'un géne égaré quittant une planie pour aller,
par 'intermédiaire d’un insecte transmetleur, féconder conire
nature le tissu végétatif d’'une autre planle qui peut présenter
pourtant avec la premigre une compléle incompatibilité géné-
tique, comme la pomme de terre et la tomate, par exemple.
Mais il y a plus, au cours d’oxpériences récemment rap-
porlées 18], nous avons montré que, méme dans le cas le plus
favorable & la conceplion endogzne, celui de ces curicuses
variétés de pommes de terre « carriers » qui, tout en étant
infeclantes pour d'autres variétés sensibles, ne présentent
aucun symptome ef conslituent ainsi le pendant des bactéries
lysogénes, 'agent causal ne passe pas & la descendance par les
graines. Il n’est donc pas héréditaire,
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