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PARTIE SCIENTIFIQUE

Le Cancer et les Invertébrés

SECONDE PARTIE :
REACTIONS PROVOQUEES PAR LES SUBSTANCES CANCERIGENES

par Violaine WAUTIER et Jacques WAUTIER.

Dans le cadre de Pexposé que nous consacrons au probléme de la
cancérisation des Invertébrés, I’étude des divers cas de réactions tumo-
rales naturelles décrits chez ces animaux ! nous avait amené & conclure
(1953) qu’aucune de ces rnamfestatlons spontanées n’é talt assxmllable
4 un cancer de Vertébré. .

Nous envisagerons dans les lignes qui suivent les réactions obtenues
chez les Invertébrés par I'emploi de composés chimiques doués d'un
pouvoir cancérigéne vis-a-vis des tissus de Mammiféres, c’est-a-dire
capables « de provoquer lapparition d'une tumeur maligne aprés une
période de latence sensiblement constante». (BOULANGER et OSTEUX,
1952, p. 611).

*
* *

Clest en 1914 que Yamaciva et ITcHIKAWA obtenaient le premier
cancer expérimental provoqué par un agent chimique en badigeonnant
au goudron les oreilles du Lapin. Depuis, cn a découvert un nombre
impressionnant de substances cancérigénes dont la liste s’allonge régu-
lierement 2. Ce fut d’abord le premier carbure cancérigéne, le 1-2-5-6
"dibenzanthracéne obtenu par Coox en 1930; puis toute la série des
carbures cycliques dérivés du benzanthracéne, du benzopyréne, du-
cholanthréne ; puis les benzacridines, composés hétérocycliques dans
lesquels un carbone est remplacé par un azote ; puis les azoiques.

La découverte des premiers carbures cancérigénes apparut comme
pleine de promesse : le fait qu'un facteur chimique puisse provoquer
expérimentalement une néoplasie n’allait-il pas amener trés vite a la
compréhension de la genése du cancer spontané? De fait, l'analogie
chimique entre certains carbures cancérigénes et cértaines substances
biologiques, les acides biliaires et les hormones a4 noyau phétianthrene
" par exemple, suggéra une trés intéressante hypothése, celle d’'ine dévia-
- tion du métabolisme transformant, dans l'organisme, ces substances
naturelles en carbures cancérigénes. Mais il restait a découvrir la cause
d’une telle perturbation. De plus, dés 1934, LacassaeNe obtenait des
cancers mammaires chez la Souris en utilisant directement les hormones
~ femelles.

Blentot la multiplicité des nouveaux agents cancérigénes décou-

1. Nous pubherons prochainement quelques références bibliographiques
complémentaires et des observations inédites aimablement communiqueées par
leurs auteurs.

2. Plus de 700 1e1evees par HARTWELL en 1941, selon BouLanGeER et OSTEUX
1952, .
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verts, l'extréme diversité de leur nature chimique, le fait qu’'une méme
substance puisse étre tantdt carcinogéne, tantdt carcinoinhibitrice, com-
pliquérent le probléme.

Mais on doit reconnaitre qu’en dehors de quelques cas (cancers des
goudronneurs, par exemple) ou la découverte des cancers chimiques
expérimentaux a été utile en pathologie humaine, les carbures cancé-
rigénes n’ont offert jusqu’ici qu'un instrument de travail. Alors que i
certains auteurs les utilisent simplement pour produire chez des ani-
maux de laboratoire des tumeurs qu’ils soumettront ensuite a des trai-
tements variés, d’autres essayent de découvrir le mécanisme intime de
leur action. On peut se demander si I'action de ces carbures qui se mani-
feste finalement par lapparition d’une tumeur maligne s’exerce seule-
“ment sur une ou quelques cellules, en provoquant par exemple une

mutation somatique, ou bien si elle s’exerce sur 'organisme tout entier,
en perturbant son métabolisme. On peut aussi se demander si ces com-
posés accélérent seulement les divisions cellulaires, ou bien s’ils détrui-
sent quelques-uns des mécanismes régulateurs qui président & la mul-
tiplication et a la différenciation normales des cellules.

On s’est enfin demandé si ces substances exercent une action sur :
tous les étres vivants: l'idée de tenter la cancérisation d’Invertébrés i
par les agents chimiques qui provoquent de véritables cancers chez les
Mammiféres est déja ancienne puisque dés 1930, Lassk faisait agir le
goudron sur des Mollusques.

, L’étude de l'action des substances cancérigénes sur les Invertébrés
a donné lieu a des travaux variés: variés par les groupes zoologiques
dans lesquels ont été choisis les animaux d’expérience, variés par les
substances utilisées, variés enfin par les problémes auxquels s’atta-
chaient les auteurs.

Les réactions histologiques présentées par les animaux soumis a
I'influence de ces composés n’étant évidemment comparables que chez
des animaux voisins, nous présenterons les résultats obtenus en les
réunissant par groupes zoologiques.

l

1°. Coelentérés.

~Des 1935 deux auteurs américains, RElManN et -HAMMET se posaient
une double question: les substances cancérigénes peuvent-elles agir
sur n’importe quel é&tre vivant. Si oui, un des processus du développe-
ment est-il suffisamment affecté pour qu’une néoplasie apparaisse ?

Un animal peu élevé €n organisation, lHydralre marin Obelia geni-
culata, fut choisi pour les expériences, ces auteurs pensant pouvoir dis-
.tinguer ainsi plus facilement les effets du facteur chimique sur chacune
des manifestations du developpement prolifération, différenciation,
organisation.

Certaines colonies de 'Hydraire furent mises dans de I’eau de mer
contenant du 1-2-5-6 dibenzanthracéne (Remvany et Hammer, 1935) et
d’autres dans de l'eau de mer renfermant du méthylcholanthréne
(HammEer et REmvann, 1935). La présence de ces carbures stimule la
croissance d’Obelic en activant la prolifération cellulaire. Mais cette
croissance reste normale : il n’y a pas de formation tumorale. Ainsi ces
agents cancérigenes ont bien un effet stimulant sur les phases les plus
précoces du développement ; cet effet s'exerce méme chez les organismes
primitifs, mais « la prolifération seule ne conduit pas & la malignité ».
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2°. Turbellariés.

‘OwexN, WEiss et Prince (1939) examinent l'influence de quelques
cancérigénes sur la régénération d’une planaire, Euplanaria doroto-
cephala. Dans un milieu contenant du dibenzanthracéne ou du méthyl-
cholanthréne, la régénération. d’'une téte ou d'une queue se fait en
120 heures au lieu de 144 a 168 chez les animaux témoins. I1 y a donc
une activation trés nette de la régénération. Le dibenzanthracéne accé-
lére aussi la multiplication : au bout d’'un mois il y a 45 % d’animaux
. en plus.

L’étude hlstologlque montre que les tissus des animaux qui ont
subi l'action des cancérigénes ne présentent pas de différences avec
ceux des témoins.

3°. Mollusques.

LAMELLIBRANCHES.

Tuomas (1932 b, p. 86 en note) signale qu'il a mocule dans le pied - -
13 Unios et 6 Anodontes avec un broyat homologue de branchies et de
glandes sexuelles mélangées a du goudron sans obtenir de resultats
intéressants.

- GASTROPODES.

‘En introduisant des stylets de celloidine dans le manteau de Doris
tuberculata Cuvier, LaBBE (1928, 1929) obtient, par un processus assez
complexe, la formation d’'un nouveau tissu conjonctif: il y a d’abord
une importante migration d’amoebocytes qui s’agglutinent et se fusion-
nent en un plasmodium. Celui-ci subit bientét une nécrobiose dégénéra- .
tive et se morcelle en cellules fusiformes a linome ; elles évoluent en-
desmoblastes que l'auteur identifie avec les fibroblastes, c’est-a-dire
les amoebocytes quiescents. Ces desmoblastes s’agglutinent a leur tour,
ie linome disparait tandis que se forment les fibrilles conjonctives.

L’année suivante, LaBBE eut I'idée de faire subir aux Doris 'action.
"du goudron ; les badigeonnages n’étant pas possibles chez ces Mollus-
ques, il introduisit dans le manteau des stylets de celloidine trempés
dans du goudron. Il observe, au début, une accumulation d’amoebocytes
gui phagocytent et méme transportent des gouttelettes” de goudron.
Puis, vers le 24° jour, apparaissent des amas de fibroblastes, disposés’
en files, indifférenciés, constituant un pseudoépithélium qui englobe des
cellules géantes semblant provenir des cellules de Langer. Dans ce .
nouveau tissu qui est formé par des fibroblastes émigrés et qui « parait
s’accroitre par migrations de nouveaux amoebocytes, ... pas ‘de mitoses,
quelques amitoses». Et lauteur conclut: «le goudron parait produire’
chez les Doris un processus cancérigéne d’origine fibroblastique, diffé-
rant en beaucoup de points de celui des Mammiféeres ». :

Développant en 1934 l'exposé et la discussion de ses résultats,
LasBE distingue cette réaction, d’'une part des phénoménes inflamma-
toires puisque l'opération subie par le Mollusque est aseptique, d’autre

. part des phénomeénes de régénération. Il qualifie de néogénése la for-
mation de ce tissu nouveau qui est différent selon qu’il a été produit
par la’ celloidine pure ou bien par la celloidine goudronnée.

- Nous admettons volontiers que ce processus réactionnel n’est ni
une inflammation banale, ni une régénération normale ; il nous parait
plus discutable de le qualifier de « cancérigéne », alors que les migra-
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‘“tions l'emportent tellement sur les divisions cellulaires et que l'auteur
affirme lui-méme : « de l'inhabituel, peut-étre ! Du désordre, non ».

CEPHALOPODES. ’
L’observation de lésions naturelles et la découverte de quelques

cas de tumeurs spontanées bénignes chez les Céphalopodes ont conduit .

A. JuLLIEN et ses collaborateurs a étudier les réactions de ces animaux
vis-d-vis de diverses substances. Les expériences ont été réalisées avet

la Seiche (Sepia), le Poulpe (Octopus) et I'Elédone (Eledone); la

substance est introduite dans le derme de la paroi du sac palléal.

L’introduction de goudron (JurLLien, 1940) détermine en quelques
-jours’ la fissuration des téguments autour de la zone lésée: il y a ainsi
formation d’une escarre qui est éliminée. « En injection sous cutanée,
conclut Vauteur, le goudron est, chez les Céphalopodes, dépourvu de
pouvoir cancérigene ». )

La formation d'un sillon d’élimination qui limite une escarre et
proveque sa chute a été également obtenue par la pourpre de Murex,
le chlorure de cobalt, le xylol (JULLIEN et JACQUEMAIN, 1947).

Des molécules polaires, c’est-a-dire présentant un déséquilibre élec-
trique, ont été aussi introduites chez la Seiche (JACQUEMAIN et JULLIEN,
1947) ; il s’agit des trois isoméres (ortho, méta et para) du dichloro-
benzéne, du chloronitrobenzéne et du dinitrobenzéne. Certains de ces
composés, bien qu’ayant une forte polarité, produisent des lésions limi-
tées, éliminées sous forme d’escarre ; d’autres molécules, bien que douées
d’'une polarité moindre, provoquent la formation d’un sillon, mais la
lésion s’étend en dehors du sillon.

JULLIEN, JULLIEN et RiIPPLINGER (1951) obtiennent encore. chez la
Seiche la production et le rejet d’une escarre avec un broyat d’hépato-
pancréas de Seiche, un broyat de corps blanc de Seiche, une solution
huileuse de dihydroandrostérone, du chlorure de cobalt, du chlorure. et
du nitrate de chrome, du chlorure de zinc, de l'acide arsénieux, de
Pécarlate R, du Soudan III, de I'aniline et de la naphtylamine. Avec ces

deux substances, particuliérement agressives, la lésion progresse aprés.

I’élimination de 'escarre et le muscle du manteau est atteint de nécrose
envahissante.

Dans tous les cas, ce sont les cellules sanguines qui sont respon-
sables du processus réactionnel. Les leucocytes dont le cytoplasme est
rempli de granulations éosinophiles émigrent vers le corps étranger,
s’agglomeérent autour de la zone nécrosée et libérent des ferments pro-
téolytiques qui produisent I'histolyse et la rupture des fibres conjonc-
tives et musculaires ; le sillon se.forme par apparition de petites bréches
au sein de cette barriére leucocytaire. Lorsque l'escarre est éliminée,
les leucocytes se disposent en strates superposés et constituent le tissu
- cicatriciel, '

Treés différente est la réaction de la Seiche au 1-2-5-6 dibenzanthra-

céne (JacQUEMAIN, JULLIEN et NokL, 1947). L’introduction de quelques
paillettes sous la peau du sac viscéral provoque la formation d’'une tu-

meur qui se développe trés rapidement (plusieurs centimétres en quel- '

dues jours) et de laquelle se détachent des lambeaux de tissus putréfiés.
Il n’y a aucune tendance a la formation d’un sillon, donc a 1’élimination
de la masse tumorale.

L’examen histologique révéle la disparition de I'épithélium- de revé-
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tement, la rupture de la ligne des chromatophores, I'épaississement con-
sidérable du derme. Celui-ci contient des cellules arrondies, les histio-
cytes, qui sont disséminées sans ordre et ont subi une autolyse massive ;
les autres éléments du conjonctif normal, les cellules fusiformes, ont
disparu. «Il s’agit, en somme, d’'une infiltration histiocytaire de toute
la couche dermique, au niveau du point d’injection, par des cellules
présentant, toutes, des lésions de dégénérescence et de lyse protoplas-
mique marquées ».

JULLIEN et JacqQueEmain (1947) concluent: « la lésion déclanchée par

le dibenzanthracéne est rapidement envahissante et l'animal s'avere
impuissant 4 la juguler par ses moyens de défense habituels». Ef,
JULLIEN, JULLIEN et RIPPLINGER n’hésitent pas a affirmer,-en 1951 que,
chez les Céphalopodes. « certaines substances, dites « cancérigénes », sont
susceptibles de provoquer le developpement de lésions spéciales, bru-
talement extensives, et assimilables & de véritables cancers». Pourtant,
que la lésion s'étende trés rapidement, que les leucocytes ne soient pas
_capables de réagir pour éliminer la zone nécrosée et l'agent chimique
responsable de la nécrose, ne nous paraissent pas des arguments suffi-
sants pour assimiler & un véritable cancer un épaississement du derme
provoqué par une infiltration d’histiocytes; cette masse putréfiée, ce
tissu aux éléments agonisant ou décomposés, ne semble pas, en effet,
comporter de cellules qui, par leur prolifération intense, en ferait une
indiscutable tumeur maligne. Récemment, d’ailleurs, JULLIEN, JULLIEN
et RIpPLINGER (1953) ont obtenu, chez la Seiche, avec le dibenzanthra-
céne, une réaction en deux temps: il y eut, d’abord, rejet d’'une volu-
mineuse escarre, les leucocytes étant arrivés nombreux et ayant formé
un sillon d’élimination ; puis, la nécrose, amorcée par le produit avant
qu’il soit éliminé avec l'escarre, s'est étendue rapidement et a affecté
tous les constituants de la peau ainsi que les leucocytes immigrés et
méme le muscle sous-jacént. Enfin, en faisant agir au préalable un
facteur de diffusion, ’hyaluronidase, JuLLIEN et JULLIEN (1954) ont ob-
tenu, avec du formol, une lésion extensive, sans sillon ni escarre, par
« blocage leucocytaire ». I1 semble ainsi prouvé que la nécrose envahis-
sante provoquée en 1947 par le dibenzanthracene chez la Seiche n’est
pas une tumeur cancéreuse: les leucocytes, rapidement affectés par
ce produit particuliérement actif, n’'ont pas eu la possibilité de réagir
en s'accumulant autour de la zone altérée. Chez la Seiche, le dibenzan-
"thracéne tue les cellules, il ne stimule pas leur prolifération.

Le Poulpe, par contre, est capable de réagir efficacement au dibenz-
anthracéne. JULLIEN, JULLIEN et RIPPLINGER, ayant introduit en 1952 quel-
ques cristaux dans le derme de ce Mollusque, ont observé une réaction
leucocytaire trés rapide et particuliérement puissante; aprés le rejet
de l’escarre, les tissus restants ne présentaient aucun signe de dégéné-
rescence.

4°. Annélides.

Reprenant sur des Invertébrés des expériences qui, a cette époque,
avaient permis d’obtenir quelques cancers chez des Vertébrés, la Poule
et le Rat notamment, Taomas (1931, 1932 a et b) injecte & Nereis diversi-
color O. F. Miill. des produits chimiques (arsenic, indol ou coaltar) 3
mélangés 4 des extraits organiques divers (pulpe d’embryons de poulet,
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broyat d'oocytes de Paracentrotus lividus, lysat de sang et d'ceufs de

Nereis diversicolor). Aprés 29 jours, une seule Nereis sur les 24 inoculées
avec un extrait organique hétérologue, une de celles qui avaient recu
le mélange embryon de poulet-arsenic, a présenté un petit nodule con-
-tenant-des oocytes dégénérés; sur les 9 Nereis inoculés avec lextrait
organique homologue et de l'arséniate de soude, une seule a formé un
nodule. Dans les deux cas, il ne s’agit que de réactions inflammatoires
simples.

Les résultats que vient d’obtenir Gerscu (1954) avec le Ver de
terre, Lombricus terrestris, paraissent d’'un grand intérét.

Cet auteur utilise du benzopyréne, du méthylcholanthréne et du
diméthylbenzanthracéne en solution a 0,5 % dans du cetiol, qu'il appli-
gue par badigeonnage, comme on le fait chez les Mammiféres. C'est la
premiére fois, a notre connaissance, que ce mode opératoire est- utilisé
pour un Invertébré.

© Aprés dix semaines dun traitement comportant deux badlgeon-
nage hebdomadaire de vingt minutes, GERSCH observe chez certains

individus une légére hyperplasie ou méme un début de bourgeonnement,

généralement a l'emplacement badigeonné mais parfois en un autre
endroit du corps. .

L’examen histologique montre que 1'épithélium, normalement simple,
subit dans la région lésée une multiplication importante. -

Les préparations au Feulgen montrent un enrichissement caracté-

_ristique en acide thymonucléigue. Il y a l& la premiére indication d'un
processus de prolifération a venir. '

Pour GERscH les cancérigénes peuvent donc produire chez les Inver-
tébrés un bouleversement cellulaire caractéristique qui méne a la for-
mation d’une zone ou peut se développer une tumeur.

A partir de la masse épithéliale pluristratifiée se produisent des
infiltrations ‘dans la couche des muscles circulaires sous-jacents qui est
-complétement désorganisée. '

Un tel processus présente-t-il les caracteres de la malignité ? 11 '

faut attendre, pour pouvoir répondre a cette question, la publication
prochaine, annoncée par 'auteur, du détail de ses résultats. On aimerait
en particulier savoir ce qu'il advient de Vers de terre 1alsses en vie 3 la
fin du traitement.

50, Crustacés.

Cherchant a préciser linfluence du radical sulfhydryl sur les pro-

liférations cellulaires, Hammer et Hammer (1932) font agir le p-thiocrésol
sur la pince en régénération de Pagurus longicarpus. Alors que la
lésion expérimentale d'une pince, en cours de régénération, entraine
le développement d’'une excroissance aberrante dans 75 % des cas, cette
excroissance se produit toujours et elle est beaucoup plus volumineuse
lorsque le Bernard 1'Ermite a été traité au thiocrésol. Dans quelques
cas, le thiocrésol seul, en l'absence de’ traumatisme, provoque la for-
mation, & Pextrémité de la pince, d’'une excroissance anormale. Cons-
tituée de cellules épithéliales sans chitine, cette masse tissulaire, com-

plétement désorganisée et aberrante serait comparable, pour les au-

teurs, & une tumeur maligne. En Pabsence d’une étude cytologique
- détaillée et surtout de précisions sur I’évolution et I'extension possible
de cette tumeur, il nous semble gu’un doute subsiste : il ne faut pas

Numérisation Société linnéenne de Lyon




— 118 —

oublier que cette €xcroissance s’est développée dans un organe en
régénération qui était donc deJa normalement le siége d’une prolifé-
ration intense.

La présence dhydrocarbures aromatiques polycycliques, notam-
ment de 3-4 benzopyréne, a été constatée par SHIMKIN, KoE et ZECH-
MEISTER (1951) dans certains Anatifes de Californie (Tetraclita squamosa '
rubescens et Mitella polymerus). Ces auteurs, ayant vérifié que ces

‘carbures ne sont pas un produit normal du métabolisme de ces animaux,

pensent qu’ils ont leur origine dans les produits goudronneux des ba-
teaux. Les extraits de ces Anatifes injectés a des souris C3H provo-
quérent des sarcomes histologiquement semblables & ceux qui sont
induits par le 3-4 benzopyréne. Du point de vue qui nous intéresse ici,
il ne semble pas que la présence de ces hydrocarbures dans leurs tissus
affecte les Anatifes, car il n’est fait aucune mention d’'un processus réac-
tionnel quelcongque chez-ces animaux.

6°. Insectes.

DROSOPHILES.

De tous les Invertébrés, c’est D*osophzla melanogaster qui presente
les tumeurs spontanées les plus fréquentes et aussi les plus variées.
Aussi concoit-on que cette mouche ait été soumise a l'action’ des cancé-
rigénes les plus divers.

Mais il est curieux que le but des auteurs ' de ces expériences n’ait
pas été d’obtenir Vapparition de tumeurs alors qu’ils utilisaient 'un’des
trés rares Invertébrés susceptibles de tumorogenése spontanée. Partant
de I'hypothése que le cancer tire peut-étre son origine d’une mutation
somatique, la presque totalité des auteurs ont cherché 3 préciser si les
substances “douées d’'un pouvoir carcinogéne étaient egalement douées
d’un pouvoir mutagéne. La Drosophile était évidemment le matériel b10-
loglque le plus désigné pour la recherche de Taptitude d’une substance

a provoquer des mutations.

Dés 1938, SacHAROV, en faisant agir sur des ceufs, une solution de
méthylcholanthréne, obtenait une légére augmentation du taux -des
mutations léthales spontanées qui passait de 0,25 % a 0,62 %.

. Mais la méme substance introduite sous forme de cristaux, par
AUERBACH (1940), dans le corps de femelles adultes ne produit pas d’effet
mutagéne, non plus dailleurs que le 1-2-5-6 dibenzanthracéne ni le
9-10-diméthy1—1-2 - benzanthracéne injectés en solutions colloidales a
des larves ou a des adultes méles et femelles.

Cépendant quelques années plus tard, AUERBACH et RoBsoN, obtien-
nent une faible augmentation du taux des mutations léthales (il passe
de 0,4 % & 2,2 %) avec l'essence de moutarde ou isothiocyanate d’allyle
(1944) et une augmentation plus importante (de 0,2 % a 7 %) en sou-
mettant des males a des vapeurs de gaz moutarde ou sulfure d’ethyle
dichloré (1946).

C’est par une méthode ties orlgmale que Haporn et Nieorr (1946)
provoguent des mutations avec le phénol.

o Ces rauteurs prélevent les gonades de larves Agées, appartenant a
un ‘stock sauvage ; les gonades isolées sont plongées pendant 15 minutes
dans une solutlon saline contenant du phénol & la concentration de-
1/10.000 ; apres ce traitement, elles sont greifées a des larves d'un stock
différent. Il arrive que les gonades implantées établissent leur jonction
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avec les gonoductes de 1'hote; dans ce cas, des mutations sont obset-
vées chez les descendants issus de l'activité de ces gonades, soit direc-
tement, soit a la suite d’expériences de croisement. Le traitement des
testicules affecte le chromosome X, celui des ovaires le chromosome 1T ;
C’est ainsi que sur 407 chromosomes II testés, les auteurs ont obtenu
6 mutations visibles, 12 semi-léthales et 46 léthales.

Considérant, d'une part, que la molécule de l’acenaphthene repré-
sente une partie de celle du cholanthréne et, d’autre part, que certains
auteurs reconnaissent a ce composé une tendance carcinoinhibitrice
chez la Souris, Z1vin (1946) se demande quel effet cette substance est
susceptible d’avoir sur les cellules animales. Il alimente des mouches
femelles de la lignée white ainsi que les larves issues de leur ponte
avec de la nourriture additionnée d’acénaphthéne. Des résultats du
croisement des femelles provenant de ces derniéres larves avec des
males de la lignée Florida, Zivin conclut que cette substance provoque
une non-disjonction des chromosomes X.

Il est intéressant de constater qu’avec un carcinogene, FaBian et
MatoLTsy (1947) obtiennent a l'inverse une diminution de la fréquence
de la non-disjonction des chromosomes X. :

Ces auteurs élévent des Drosophiles du stock white sur un milieu ‘
contenant du benzopyréne, & la concentration de 30 mgr de carbure j

|
H

cristallisé pour 4,5 gr de nourriture a la levure. Les animaux sont
maintenus a l'abris de la lumiére *. La présence du carbure dans l'orga-
nisme est contrdlée au microscope a fluorescence ; les tissus qui con-
. tiennent du benzopyréne manifestent une forte fluorescence bleu foncé,
tandis que les tissus des animaux non traités ne présentent gu’une.
légére fluorescence verdatre.

Par cette méthode, la dispersion dans tout l'organisme du carbure
absorbé a pu étre suivie. C'est ainsi que chez les larves, le benzopyréne
s’accumule dans les parois de 1'intestin, les tubes de Malpighi et surtout
les corps gras; il y en a moins dans les disques imaginaux et les gan-
glions cérébraux, pas du tout dans les glandes salivaires ni dans. les
glandes sexuelles. Pendant la métamorphose la fluorescence persiste;
et si les imagos sont remises a un régime normal, elle persiste encore
72 heures. Les imagos nourries au benzopyréne, ont tous leurs organes,
sauf les muscles, imprégnés de ce produit’; et les femelles ainsi traitées
pondent des ceufs fluorescents.

- Le résultat le plus remarquable de ce travail, & notre avis, est que
les auteurs ont alimenté ainsi, pendant 6 générations, 2.000 individus
sans qu’ « il ait été constaté aucune sorte d’anomalie qui puisse témoi-
gner d’'un trouble du développement». Si le benzopyréne, malgré sa
présence dans des organes variés et durant toute la vie de I'animal ne

1. Cette précaution est nécessaire car le 3-4 benzopyréne, le méthyl-cholan- ;
thréne et le 1-2-5-6 dibenzanthracéne sont des substances fluorescentes. Or il est *
connu que les cellules vivantes qui ont été traitées avec un composé fluorescent, ’
qu’il soit cancérigéne ou non, et qui sont ensuite irradiées, périssent,

MartoLtsy et FaBran (1947) ont fait l'expérience témoin pour leurs larves de
Drosophiles élevées sur milieu standard additionné de 0,1 g de carbure par 13 g
de milieu. Les larves élevées sur milieu au benzopyréne puis irradiées & 1'U. V.
meurent aprés 6 minutes 1/2 d’irradiation en moyenne ; celles élevées sur milieu
au méthylcholanthréne, aprés 13 minutes 1/2; celles élevees sur milieu au diben-
zanthracéne, aprés 19 minutes 1/2. Les larves élevées sur milieu standard seul
ne meurent qu'au bout. de 40 minutes environ.
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manifeste aucune influence cancérigéne, il exerce, par contre, un effet
sur la disjonction des chromosomes X. Alors que dans la descendance
des mouches témoins de cette lignée, on observe 0,2 % de non disjonc-
tion, dans la descendance des mouches qui ont absorbé du carbure, il
n’y en a plus que 0,04 %. Les auteurs suggérent que c’est peut-étre en
modifiant la viscosité du plasma de I'ceuf que le benzopyrene favorise
la séparation des chromosomes X.

L’effet mutagéne obtenu par AUERBACH et RoBsoN avec le gaz mou-
tarde, ayant montré que les substances chimiques sont actives a l'état
gazeux, DEMEREC (1947 a et b) place des Drosophiles dans une atmo-
sphére qui contient un aérosol d’une solution de la substance étudiée.
Le traitement de maAles par des aérosols de moutarde a 'azote, c’est-a-
dire de méthyl-bis (B-chloro-éthyl) amine et de quatre carcinogénes,
le 1-2-5-6 dibenzanthracéne, le méthylcholanthrene, le benzopyréne et
la B-naphtylamine a produit chaque fois une augmentation du taux des
mutations léthales affectant le chromosome X. Et lauteur conclut: :
« cette étroite relation entre le pouvoir carcinogéne et le pouvoir muta-
géne donne un support expérimental & I'hypothése que le cancer peut
provenir du résultat d'une mutation survenant dans une cellule soma-
tique ».

Poursuivant ses recherches, DEMEREC (1948 a et b) soumet de nou-
veau des maéles a une série de dix-neuf aérosols différents. Ses résultats
sont les suivants: le 1-2-5-6 dibenzanthracene, le 3-4 benzopyréne et
I’hydroxyazobenzéne induisent a la fois des mutations léthales et des
aberrations chromosomiques; le benzanthracéne, le diméthylamineazo-
benzéne, le 2 amino-5-azobenzéne provoquent plutdét des aberrations
chromosomiques ; enfin le 20 méthylcholanthréne et le p.aminoazo-
benzéne provoquent des mutations léthales. Constatant que sur 7 car-
cinogénes, 6 sont mutagénes et que sur 9 non carcinogénes, 3 seulement
sont mutagénes (dont 1 douteux) DEMEREC confirme sa précédente con-
“clusion.

Mais, en 1949 DeEMEREC, WaLLACE, WITKIN et BERTANI bien qu’ils
alent utilisé la méme méthode des aérosols, ne sont pas parvenus a
reproduire ces résultats.

On peut rapprocher de ce dernier échec les resultats publiés par
‘BranoT et Houne (1952). Ces auteurs injectent dans 'abdomen de la
Drosophile de 1’étHyluréthane, de la tri-chloro-éthyl-2-amine, de’la
méthyl-2-naphtohydroquinone 1-4, du diamidino 4-4 stilbéne et du dimé-
thyl-4-amino azobenzéne. BranoT et HoHNE n'obtenant aucun effet muta-
géne concluent qu’ « il n’y a aucune preuve de la filiation par mutation
"dirigée entre cellules cancéreuses et cellules saines ».

Une autre série de travaux mentionne 'apparition de tumeurs.

RaroporT (1939) place des ceufs et des larves de Drosophile sur un
milieu nutritif additionné .de composés du mercure, de 'antimoine, de
I’arsenic, du bore, de 'argent ou du sélénium. I1 observe, chez les adultes
provenant de ces ceufs ou de ces larves, des morphoses, variations non
héréditaires, qui se développent dans la plupart des cas chez 100 %
des individus, varient avec le composé utilisé et reproduisent des muta-
tions connues telles que « minute », « ski», « chagrin», « eyeless», « yel-
low », etc... Outre ces phénocopies, les composés arséniés et -borés pro-
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voguent chez les larves l'apparition de tumeurs mélaniques, semblables
aux tumeurs spontanées héréditaires, et qui entrainent la mort de la
plupart des larves.

D’aprés BurpertE (1950 a), GowEeN, BRIDGES et BREHM auraient obte-
‘nu en 1941, avec le benzopyréne, une mutation sur le chromosome III
produisant des lésions mélaniques dans 'abdomen, le thorax et la téte.

Birp et Faany (1952) reprennent '’hypothése d’un lien possible entre
cancer et mutation. L’action carcinoinhibitrice d’'une substance étant
d’autre part fréquemment accompagnée d’altérations chromosomiques,
ces auteurs se demandent s’il existe une relations entre les propriétés
mutagene, carcinogéne et carcinoinhibitrice.

Des Drosophiles de la lignée sauvage Orégon K furent soumises a
Paction de composés dont la double propriété carcinogéne et carcino-
inhibitrice fut vérifiée sur le Rat ou la Souris.

~ En injection dans ’hémocoele d’'adultes maéles, le 1:2, 3:4 diepoxy-
butane provoque 10,3 % de mutations léthales, la 2:4:6-tri (éthyléne-
imino)-1:3:5-triazine, 18 %, .contre 0,2 % pour les témoins. Mélangées
a la nourriture des larves, la N-di-(2-chloroéthyl)-p-toluidine en produit
28 %, la B-naphtyldi (2-chloropropyl)-amine, 2,3 % et la B-naphtyIdi
(2-chloroéthyl)~amine, 0,8 %.

Enfin, dans la descendance d’'un seul méle issu d’un groupe de larves
élevées sur milieu au diepoxybutane, apparut une mutation liée au sexe
et se manifestant par la formation de tumeurs mélaniques ; ces tumeurs,
apparentes aux derniers stades larvaires, passaient chez l'adulte. Cette
mutation affectant la viabilité de la mouche fut con51deree comme
semi-léthale,

BurpetTE (1950 a, b, ¢), en falsant agir sur des femelles du stock tu g
du 20 méthylcholanthréne en aérosol, obtient une trés légére augmen-
tation du taux des mutations léthales (0, 099 % contre 0,071 %) ; Paug- )
mentation est plus importante (0,874 %) avec une moutdrde a P'azote, le
chlorhydrate de méthyl bis (8-chloroétliyl) amine.

Puis (1951 a), ayant mis au point une méthode qui lui permet, par
une combinaison de croisements, de déterminer simultanément l'inci- .
dence des tumeurs et le taux de mutations léthales consécutives a
administration d’un agent chimique, il soumet a l'action de diverses
substances des.Drosophiles appartenant a une lignée tumorale (tu 36 a).

‘Le traitement des males. par du formol a 0,1 % (1951 b) produit
une augmentation du taux des mutations léthales sur le chromosome
X mais ne _modiﬁe' pas la fréquence des tumeurs. A la suite de ce résul--
tat Yauteur conclut: «ces faits ne sont pas en faveur de I’hypothése"
selon laquelle la croissance atypique serait le résultat d’'une mutation
somatique ». ’

Le diéthylstilbestrol (1951 ¢) n’a d’effet ni sur le taux des mutatlons
ni sur la fréquence des tumeurs.

Le 20 méthylcholanthréne (1952 a) augmente la fréquence des tu-
.meurs : lorsque des imagos sont soumises 30 secondes toutes les 1/2 heu-
res, pendant 24 heures, & un aérosol de ce carbure dans 'huile de sésame, -
le pourcentage des tumeurs chez les males passe de 1,57 a 4,07 et chez
les femelles de 0,41 & 4,81. Mais le taux des mutations léthales n’est
pas modifié.

Enfin (1952 b), la moutarde a l’azote chlorhydrate de methylbls
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(2-chloroéthyl) amine, administrée en aérosol (1 % dans du propyléne
glycol) a des imagos augmente a la-fois la fréquence dés tumeurs (chez
les males de 1,39 4 10 % et chez les femelles de 0,21 & 5,66 %) et le taux
des mutations léthales (de 0,9 % a 2,04 %).

- Comparant l'ensemble de ses résultats sur la lignée tu36a, BUr-
DETTE constate cependant « que l’accroissement du taux des mutations
a la suite d’un traitement n’est pas toujours associé a l'accroissement du

"nombre des tumeurs et que l'accroissement du nombre des tumeurs
aprés un traitement n’est pas toujours dssocié & un taux de mutations
plus élevé ». '

BLATTES. . :

Noranp et Baumany (1949) nourrissent de jeunes larves de Blatella
germanica L. avec des aliments contenant jusqu'a 0,2 % de p-diméthyl-
aminoazobenzéne, ou de m’:méthyl-p -diméthylaminoazobenzéne,
substances qui, chez le rat, provoquent le cancer du foie, ou bien d’ami-
noazobenzéne, non cancérigéne. Ces .auteurs constatent que la Blatte
tolére bien le traitement: ia vitesse de croissance, la reproduction et
la durée de vie des insectes ne sont guére modifiées. Cependant, aprés
plus de 100 jours de traitement, la dissection d’'une centaine de Blattes
révéla de légéres lésions du tube digestif, sous forme de petites taches
noires. Mais ce sont surtout les tubes de Malpighi qui sont affectés. Dans
la partie voisine de lintestin, ils présentent de volumineuses vésicules,
les plus grosses pouvant atteindre 10 fois le diameétre de l'intestin;
elles ont une paroi plus ou moins épaisse et sont remplies de liquide.
NoLanp et Baumany pensent qu’il ne s’agit pas 1a d’une prolifération
maligne mais plutdét d’'une distension des tubes provoquée par T'accu-
mulation de substances qu’ils ne sont pas capables d’éliminer. ,

Les réaction d’une autre Blatte, Periplaneta americana, & un car-
bure cancérigéne ont été étudibes par ScHLUMBERGER en 1952, L’agent
" chimique en poudre est ici introduit directement dans la cavité du corps,
par une incision des téguments pratiquée a la face dorsale ou a la.face
ventrale de V'abdomen. 160 Blattes adultes, méiles ou femelles, ont été
ainsi traitées au méthylcholanthréne, tandis que quelques témoins subis-
saient seulement l'incision.

» Quelques heures apres 1'opération, auteur observe autour des par-
ticules de carbure une accumulation d’hémocytes qui bientdt s'allongent
puis se fusionnent en un réseau syncytial; il y a ainsi formation d’une
sorte de capsule dont les cellules centrales dégénérent en quelques
jours. .
D’autre part, la lésion. s’étend a divers organes. Dans les ovaires ou
le corps gras, la réaction est marquée par une accumulation d’hémo-
cytes. i .
_ _ Les trachées lésées s’entourent aussi d’hémocytes ; puis, les cellules:
trachéales entrent en prolifération : la lumiére de la trachée est parfois
obstruée par des hémocytes, de ’hémolymphe, des cellules -trachéales,
des amas de chitine. Bien qu’il y ait prolifération, il ne semble pas qu’il .
s’agisse 1a d'une réaction maligne : en piquant avec des épines de cactus
les trachées d'une punaise, BEarp (1942) a obtenu la formation, autour
de l'agent irritant, de couches de cellules trachéales en prolifération et
secrétant de la chitine. ‘ '
L’obturation des canaux trachéens affecte certains organes par-
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ticuliérement sensibles au manque doxygéne. Clest le cas de lin-
testin qui peut s’entourer d'un amas d’hémocytes si important qu’il .
évoque un néoplasme. Cependant aucune croissance autonome n’étant
évidente, I'auteur conclut que cette lésion peut tout au plus étre com- -
parée & un granulome de Mammiféres.

D’ailleurs 108 Blattes ayant été traitées, par la méme méthode, au
talc qui n'est pas cancérigene, ont présenté exactement les mémes réac-
tions.

7°. Tuniciers. :

L’inoculation d’extraits organiques (broyats d'ceufs de Maie squi-
nado) additionnés d’arséniate de soude, d’'indol ou de coaltar ‘dans la
tunique d’Ascidia mentula Miill. ne produit que des réactions inflamma-
toires banales (Taomas, 1931, 1932 a et b).

8°. Echinodermes.

Dans cet embranchement, les expériences ont toutes été effectuées
sur I'ceuf.

Suivant la théorie proposée par Bover: (1914), la cellule cancéreuse
serait caractérisée par un trouble du matériel chromatique. A 'occasion
d’'une mitose asymétrique ou multipolaire se produirait un déficit en
chromatine. La nouvelle « constellation chromatique » permettrait la
vie de la cellule mais faussant le mécanisme de régulation des mitoses,
supprimerait l'arrét des divisions.

Pour tenter de’ saisir cette transformation d'une cellule saine en
cellule cancéreuse, Rerss (1923, 1925) fait agir un extrait aqueux de
goudron de houille, obtenu-par agitation avec de ’eau de mer, sur des
ceufs de Paracentrotus lividus Lmk. un quart d’heure ou une demi-heure
apres leur fécondation. :

Les anomalies les plus caractéristijyues obtenues dans les figures
cytologiques combinent la dispersion des chromosomes sur les radlatlons
astériennes et la dépolarisation des mitoses.

Il existe une analogie manifeste entre ces figures et-celles qui ont .
été décrites dans la cellule cancéreuse. Mais elles ne sont pas spéci-
fiques de 'état cancéreux, ayant été retrouvées dans d’autres processus
pathologiques. )

Les concentrations élevées de goudron bloquent le développement.

Des concentrations moins élevées permettent un début de division,
mais le développement s'arréte avec la réalisation d’embryons irré-
guliers a blastomeres inégaux. Certains stades comportent un nombre
impair de blastoméres. '

Les malformations deviennent de plus en plus rares au fur et a
mesure que la concentration diminue. A de faibles concentrations on
peut trouver des stades IV dans lesquels les deux paires de blastoméres, .
cytologiquement normaux, ont leurs axes non plus paralléles mais per-
pendiculaires.

« Nous né pouvons cependant pas affirmer, précise Reiss (1925,
p. 360), avoir observé de prolifération exagérée et autonome a partir
d'un blastomére, quoique certaines observations, surtout .sur Pceuf
vivant, puissent admettre une telle interprétation ».

TcHAKHOTINE (1938) soumet des ceufs de Paracentrotus lividus,
d’Echinus microtuberculatus et de Psammechinus miliaris a 'action du
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monobromo- et monoiodoacétate de sodium, qui ont la faculté d’inhiber
la glycolyse anaérebie tout en respectant la respiration. L’auteur décrit,
a la suite de ce traitement, une prolifération atypique des cellules de
mésenchyme qui envahissent le blastoccele et empéche la gastrulation.
La larve finit par périr.

Druckrey (1942) essaye l'action du benzopyréne sur 'ceuf de Para-
centrotus, lividus (Strongylocentrotus lividus dans le texte) et obtient
des résultats trés différents. Cet auteur ajoute a de I'eau de mer ren-

" fermant des ceufs non fécondés une solution alcoolique de benzopyréne

ou du benzopyréne solide. Aprés une heure il réalise la fécondation. La
segmentation se déroule normalement jusqu’au stade gastrula pour les
diverses concentrations (10—°, 10—¢, 10—7). Au stade pluteus il y a tou-
jours un certain nombre de formes géantes mais normalement consti-

- tuées ; peut-étre sont-elles polyploides.

DISCUSSION ET CONCLUSION.

-

Les Invertébrés soumis a l'influence d’'un composé cancérigéene se
comportent de maniéres diverses. Si nous laissons de c6té les résultats
obtenus sur 1’ceuf d’Oursin qui concernent les premiers stades du déve-
loppement embryonnaire et se référent plutdt au probleme de la cancé-
risation de la cellule, probléme que nous envisagerons dans un travail
ultérieur, il parait possible de distinguer cing types de réactions.

1. Les animaux ne manifestent aucune réaction.

Ce serait le cas des Anatifes de Californie soumis, par une sorte
d’expérience naturelle, a I'action de carbures polycycliques, en parti-
culier du benzopyréne. C'est aussi probablement le cas dés Unios et
des Anodontes traités par le goudron.

2. Les animaux manifestent une réaction.de defense sugge‘ra,nt un
processus inflammatoire.

Telles sont les réactions du Doris au goudron, par migration et
accumulation d’amoebocytes; de la Seiche et du Poulpe au goudron et
du Poulpe au dibenzanthracéne, par accumulation de leucocytes, fore
mation d’un sillon d’élimination et rejet d’une escarre; de la Seiche
au dibenzanthracéne ou la toxicité du produit aboutit & un échec de la
défense par blocage leucocytaire. Sont aussi des réactions inflamma-
toires, les nodules formés par Nereis sous l'influence de Parsenic, la
réaction d’Ascidia a P'arsenic ou au goudron, la distension des tubes de
Malpighi de Bilatelle incapables ¢’éliminer les diméthyl et méthyl-
diméthyl aminoazobenzénes.

3. Les animaux manifestent une sttmulatzon d’un processus normal
de prolifération.

Obelia voit sa croissance stimulée par le dibenzanthracéne et le
méthylcholanthréne. Euplanaria régénére en un moindre temps et se
multiplie plus vite sous l'influence des deux mémes carbures. -

4. Les animaux manifestent une prolifération anormale.

Cest le seul cas ol I'idée’de cancer puisse venir & lesprit.

L’excroissance aberrante obtenue par HamMeT et HAMMET en faisant
agir le thiocrésol sur la pince en régénération du Pagure ne parait pas
présenter tous les caractéres de la tumeur maligne. La simple lésion de
la pince, en l'absence du traitement chimique, suffit & provoquer .chez
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75 % des individus une excroissance aberrante. L'excroissance, qu’elle
résulte d’'une lésion ou du traitement chimique, n’apparait que sur la
pince ; or cet appendice est en cours de régénération et par conséquent
le lieu d’une prolifération normale trés active. Enfin il n’est pas faif
mention de métastases, et il n’est pas précisé si I’animal succombe.

La multiplication des cellules trachéales observée chez Periplaneta,
aprés introduction dans I'abdomen de méthylcholanthréne en poudre,
n'est pas davantage assimilable & une réaction maligne, de I'avis méme.
de l'auteur. Des Blattes traitées au talc présentent la méme réaction,
observée d’autre part, dix ans plus tét, par un autre auteur chez une
Punaise par pigare d’une trachée avec des épines de cactus. ) g

La légére hyperplasie obtenue par GeErscH en badigeonnant avec
le benzopyréne, le méthylcholanthréne ou le diméthylcholanthréne des
Lombrics, peut, peut-étre, conduire & un développement tumoral. Les
indications contenues dans la seule note qu'ait encore publiée T'auteur
sur ses expériences ne permettent pas d'en avoir la certitude. On ignore
également si le processus entraine la mort des animaux, donc s'il y a
malignité.

Les tumeurs mélaniques que RaPoPORT obtint en élevant des larves
sur milieux nutritifs additionnés de¢ composés arséniés ou borés, peu-
vent paraitre malignes, puisque la plupart des larves qui en sont affec-
tées meurent. Nous rappellerons cependant que la tumeur spontanée
« lethal-7» étudiée par Stark fut considérée comme maligne jusqu’au
jour ol RusseLL P'ayant greffée a des larves d'une autre lignée obtint.
des adultes aprés pupaison des larves chez lesquelles la tumeur greffée .
avait pourtant continué a se développer. Il est regrettable que cette
expérience ait été réalisée un an aprés la publication de RaPopPoRT, car
il aurait été intéressant de connaitre le sort de larves qui, recevant une
nourriture dépourvue d’arsenic, auraient subi la greffe d’une tumeur
provoquée par l'arsenic. :

5. Les animaux ne manifestent pas de 'reactlon mais leur descen-
dance est affectée.

C’est le cas de la Drosophile chez qui le taux des mutatlons spon-
tanées peut étre modifié par certains cancérigenes.

De P'ensemble des travaux qui ont tenté d’établir un rapport entre
mutation et cancer se dégagent plusieurs constatations. i

D’abord, si des composés cancérigénes son susceptibles d’1ntervemr
dans les mutations, ce n’est qu’exceptionnellement qu’ils induisent des
mutations « tumeurs» ; BIRD et Fauny semblent en effet é&tre les seuls
a avoir provoqué, et cela sur un unique individu parmi tous ceux qu’ils
ont traités, une mutation qui se manifeste par I'apparition de tumeurs
chez les descendants. Et pourtant, les tumeurs spontanées, resultant de
mutations variées, sont fréquentes chez la Drosophile.

Ensuite, si un composé hautement cancérigéne, le benzopyréne, a
manifesté des propriétés mutagénes, il a pu étre absorbé sans interrup-
tion par six générations successives d’animaux, il a pu s’accumuler dans
presque tous leurs tissus sans qu’aucune tumeur ne se developpe (FABIAN
et MarorLTsy). La Drosophile est donc réfractaire a la cancemsatlon par
le traitement direct au benzopyréne. :

Enfin, si d’autres cancérigénes sont inactifs sur les rnutat1ons des,
substances carcinoinhibitrices et des substances non cancérigénes peu-.
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vent provoquer des mutations ou kien modifier le taux des mutations
spontanées.-

Le caractére contradlctmre des résultats obtenus jusqu’ici ne permet
donc pas de conclure quant a 'existence d’un lien entre le pouvoir muta-
géne et le pouvoir cancérigéne.

Ainsi, nous sommes amenés a constater que des composés chimiques’
qui sont capables d’induire le développement d’une tumeur. maligne
chez un Mammifére, sont impuissants a provoquer la cancérisation d'un
_Invertébré. La conclusion que nous formulions sur la nature des réac-
tions tumorales spontanées des Invertébrés peut donc étre étendue aux
rares réactions tumorales provoquées par les cancérigénes : « il ne nous
parait pas possible d’affirmer, dans 1’état actuel de nds connaissances,
qu’elles sont réellement de nature cancéreuse ».
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(Laboratoire de Zoologie de la Faculté des Sciences de Lyon).
Présenté a la Section Générale en sa séance du 19 Mars 1955,

SUR UN NOUVEAU PROCEDE DE CONSERVATION
DES CHAMPIGNONS CHARNUS

par Marcel Locquin.

La conservation des champignons charnus a toujours été l'objet
de recherches de la part des mycologues, recherches, il faut bien le
dire, partiellement couronnées de succes.

En milieu liquide, par exemple, eau-alcool-formol au tiers, les cou-
leurs et bien des caractéres microchimigues ne se conservent pas. .

Le meilleur procédé est a ce jour celui du D" MERCIER qui fait appel
a la cryodessication. Les résultats sont trés beaux. L’inconvénient est
la longueur du procédé et la nécessité d’enfermer ensuite le spécimen
desséché dans une atmosphére séche et non-oxydante, par exemple de
Vazote sec dans un tube étanche.

Au cours d’'un récent voyage en Céte d’Ivoire, nous avons eu l'occa-
sion d’examiner le procédé de conservation utilisé 4 'LD.ER.T. ! (Adio:
podoume) pour des phanérogames parasités par des champignons 2.

1. Institut d’Etudes et Recherches tropicales.
2. M. CHEVAUGEON enferme les échantillons dans un tube dont'les deux extré-
mités sont bourrées de pastilles de trioxyméthyléne.
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