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50 larvae were reared. The cultures were kept in the dark
in an incubator at 25°C. These larvae reared on the
basal diet show a tendency to pupate after seven days.
After this period the larvae were tested for contami-
nation, killed with chloroform, dried for two days at
80°C and weighed. The nitrogen content was determined
on samples of dried larvae, according to the method of
Kierpaurt, Tests for contamination were performed
aerobically and anaerobically according to the usual
methods on seven days old larvae, The results obtained
from experiments in which contamination occurred were
discarded.

This method for rearing sterile larvae proved to be
successful; the contamination was only 3-59% and the
eggs used to hatch about 20 h after oviposition.

Table 11
Nitrogen content in mg per larva reared on a complete diet and
on diets deficient in one of the vitamins tested.

Labco casein | H.L.R. casein
Diet
Exp. 1} Exp. 2| Exp. 3| Exp. 4

Basal diet (see Table I) 2:82 | 2:74 1 246 | 2:30
Basal diet without

thiaminchloride . . . 016 | 014§ 015 +
Basal diet without

riboflavin . . . . . . . . 4 ¥ “+ -+ +
Basal diet without

nicotinic acid . . . . . . + 011 + +
Basal diet without

pyridoxin . . . . - *F 003 | 4 +
Basal diet without

Ca pantothenate . . . . .| 4+ 006 | 022 +
Basal diet without

folicaeid . . . . . . . .| 253 168 | 1.81 | 130
Basal diet without

cholinechloride. . . . . . | 061 | 069 | 042 +
Basal diet without

biotin. . e e 2521 0921 073 +
Basal diet without inositol. . | 268 | 247 | 2:56 | 2:58
Basal diet without

vitamin By, . . . . . L. 2:71 | 2481 2-57 | 254

* All larvae died in an early stage. ** Contaminated.

Results and discussion. Table IT comprises the results
of 4 series of experiments in which vitamin-free casein
served as protein component of the diet, two series with
Labco casein, the other two with vitamin-free casein
Hoffmann La Roche. The figures represent the nitrogen
content in mg per larva after seven days, reared on a
complete diet and on diets in which each of the vitamins
was omitted in turn (the Figures of the dry weight,
showing essentially the same results, are omitted).

From this Table it is clear that the omission of thiamin,
riboflavin, nicotinic acid, pyridoxin, pantothenic acid
or choline results in very slow growth. In many cases
even death occurs in an early stage of larval develop-
ment. From these results we are justified in concluding
that these vitamins are required for normal growth.

On replacing nicotinic acid by nicotinic amide, growth
is not retarded. So it is obvious that these vitamins may
replace each other.

If folic acid or biotin is omitted, growth is retarded
considerably and mortality is high as compared with the

1 A.P. pe Groor and J. C. A. MicuorsT, Chem, Weekbl. 47, 219
(1951).
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complete diet. In subsequent experiments it could be
shown that this growth retardation on diets deficient in
either folic acid or biotin is significant (resp. P = 0-01
and P = 0-02}, So it appears that besides the vitamins
mentioned above, folic acid and biotin are likewise
required for normal growth.

On diets from which inositol or vitamin B,, was
omitted, growth was about equal to that on the complete
diet. However it is probable that the other components
of the diet may contain these vitamins in sufficient
quantity to meet the needs for normal growth, There-
fore, any conclusions regarding these two vitamins must
await further experiments.

Comparing the above results with investigations from
other authors as reviewed by TRAGER?, the requirements
of the Calliphora larva for B vitamins are in good agree-
ment with those of other insects. Especially is this the
case for Drosophila® and AMagenus®, which require all
the vitamins which proved to be likewise essential for
normal growth of the larva of Calliphora.
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Zusammenfassung

Larven von Calliphora erythrocephala wurden bei semi-
synthetischer Didt aus Kasein, Cholesterol, Salzen,
1-Zystin, Vitaminen und Wasser steril aufgezogen.
Die Verpuppung erfolgte normal, und es schliipften
normale Imagines. Fiir gutes Wachstum sind an Vita-
minen notwendig: Aneurin, Riboflavin, Nikotinsiure
oder Nikotinsdureamid, Pantothensidure, Adermin, Fol-
sédure, Biotin und Cholin. Fiir gutes Wachstum und fiir
die vollstdndige Entwicklung bendtigt die Larve ausser-~
dem 1-Zystin.

1 W. TrAGER, Biol. Rev. 22, 148 {1947),

2 E. L. Tatum, Proc. Nat, Acad. Sci. 27, 193 (1941). — T. Hin-
TON, D, Taemraurt Noves, and J. Ervris, Physiol. Zool. 24, 335
(1951),

3 W. Moore, Ann. Entom. Soc. Amer. 39, 513 (1946).

Modifications dans Ia figure chromatographique
des acides aminés libres et des substances fluo-
rescentes de 'hémolymphe du Bombyx mori L.,
consécutives 2 une paralysie d’origine
microbienne

L'étude physiologique des paralysies d’origine micro-
bienne est rendue difficile par le fait que Yon se trouve
en face de complexes d’effets indirects inconnus. Il
semble que la nature de ces derniers doive &tre recherchée
surtout avec l'aide de la pathologie comparée.

C’est dans cet ordre d’idées que nous rapportons ici
un effet que nous avons observé dans le bilan des acides
aminés et des substances fluorescentes du sang au cours
d'une paralysie provoguée chez le lépidoptére Bombyx
movi L. par Paction d'une bactérie flachérigine, le
Bacillus cereus var. alesti TOUMANOFF et VAGo!,

1 C. Toumanorr et C. Vago, C. r. Acad. Sci. 233, 1504 (1951}, —
C. Vaco, C. r. Acad, Agric, 37, 593 (1951).
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Ce microbe introduit par voie buccale dans le tube
digestif des larves de Bombyx mori L., provoque dans
les 2 ou 3 h qui suivent, une paralysie d’abord partielle
puis s’étendant & tout le corps: Larrét du fonctionne-
ment des organes entraine la mort. La rapidité des
phénoménes pathologiques dépend de la concentration
des bactéries ingérées, de leur stade de sporulation, du
pH du milieu et de la température?,

Nous avons utilisé pour réaliser I'infection, la sus-
pension d’une culture pure sur gélose pH 7 en pleine
sporulation, de Bacillus cereus var. alesti, & raison d’une
anse de platine pour 1 cm? d’eau physiologique. Les pré-
lévements de ’hémolymphe ont été effectués 3 quatre
moments précis de I'évolution de la maladie dans V'or-
ganisme, 4 savoir:

1° Animal vivant, se déplagant et ne montrant qu’un
ralentissement des mouvements.

2° Paralysie accentuée, mais les vraies pattes ne sont
pas encore atteintes.

3° Arrét total des mouvements.

4° Animal mourant, absence de mélanisation.

La technique de la chromatographie de partage sur
papier & une et 4 deux dimensions, nous a permis de
suivre I'évolution des acides aminés et des substances
fluorescentes au cours de la maladie?.

L'extraction des acides aminés en milieu alcoolique
a4 +4° est poursuivie pendant plusieurs jours et la
technique des gouttes concentrées permet de déceler
ceux qui, sous 'action du processus pathologique, n’exi-
stent plus qu'a I'état de traces.

Nous avons utilisé, comme solvant, le phénol am-
moniacal en présence de CNH, l'alcool butylique, le
mélange de PARTRIDGE, le systéme d’Epman, l'alcool
iscamylique-pyridine-eau; les temps de passages s’éche-
lonnent de 24 & 30 h.

La méthode ascensionnelle a donné d’excellents ré-
sultats. Les chromatogrammes sont séchés puis examinés
en lumiére de Woop pour I'étude des substances fluores-
centes, enfin révélés & la ninhydrine et séchés & nouveau
aux environs de 100°, Une température inférieure améne
un jaunissement des papiers et une mauvaise visibilité
des taches; les couleurs, la forme, et l'intensité de celles-
ci sont notées immédiatement; les chromatogrammes de
références exécutés dans les mémes conditions de solvants
et de température ambiante servent anx calculs de Ry

Dans les stades 1 et 2 de cette paralysie bacillaire, la
totalité des acides aminés et des substances fluorescentes
habituelles chez les larves saines du méme 4ige est pré-
sente et en quantité normale. A partir du 3¢ stade de la
maladie, la mise en évidence des acides aminés, si
abondants dans les larves saines aux mémes stades,
s’avére trés difficile. Il faut en effet, pour les mettre en
évidence, une concentration en hémolymphe trois fois
plus grande. Ceux d’entre eux qui, chez I’animal normal,
sont les plus abondants, A savoir: le glycocolle, ’acide
glutamique, 'alanine, la valine et les substances fluores-
centes, sont devenus & peine perceptibles,

Nous donnons ici'un tableau comparatif des acides
aminés trouvés chez la larve normale au méme stade
(5¢ 4ge) et chez la larve atteinte de paralysie micro-
bienne.

Afin de situer le phénoméne dans le processus aboutis-
sant & la paralysie, la diminution des acides aminés et
des substances fluorescentes a été observée concurem-
ment avec d’autres aspects pathologiques.

1 C, Toumanorr et C. Vaco, Ann. Inst. Pasteur. §3, 421 (1952},
? A. DrizuoN, R. G, BusNsL et C. Vaco, C. r. Acad. Sci. 232,
360 (1951).
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[ExPERIENTIA VoL, IX /4]

Nature des acides aminés Sang paralysie
et des substances fluorescentes Sang normal microbienne
Cystine, . . . . . . .. + -
Acide glutamique . . . . + + + -+
Glycocolle. . . . . . . . + 4+ + +
Serine . . . . . . + -
Alanine . . + + —-
Lysine . . . . . . -+ -
Hydroxyproline . -+ -
Tyrosine . -+ -
Valine e e e + 4+ -+
Tryptophane . . -+ -
Leucine. . . . . . . . -+ -
Isoleucine . . — -
Proline . . . . . . . . . + -
Histidine . . . , . . . . + — (traces)
Phénylalanine . . . . - -
Acide folique . . . . . . + 4+ + -4
Fluorescyanine. . . . . . + + +
Flavine . . . . . . - —

Au début des manifestations paralytiques, les change-
ments dans le profil chromatographique sont inexistants
ou minimes. Ce n’est qu’au moment de la forte attaque
paralytique qu’ils deviennent importants. La diminution
du taux de ces substances ne peut donc &tre un facteur
causal.

En suivant, comparativement avec les analyses chro-
matographiques, les processus hémato-pathologiques,
nous pouvons préciser qu’il y a coincidence entre le dé-
but de la diminution des acides aminés et des substances
fluorescentes et l'agglomération des macro- et micro-
nucléocytes; la progression de cette diminution est
paralléle avec 'altération de ces cellules. Les altérations
consistent en une vacuolisation du cytoplasme et un
début de dissolution de la surface externe protoplas-
mique.

En ce qui concerne l'action bactérienne elle-méme,
T'effet toxique antérieur A& la pullulation microbienne
surtout dans les infections massives, précéde légérement
les premiers changements dans le bilan des acides aminés
et des substances fluorescentes de I'hémolymphe.

La progression des formes végétatives de Bacillus
cereus var, alesti vers les tissus périintestinaux se pro-
duisant parallélement avec l'effet toxique ou immédiate-
ment aprés celui-ci, nous sommes amenés & considérer
comme possible également une utilisation par les
bactéries, méme 3 distance, des acides aminés et des
substances fluorescentes de 'hémolymphe.

En conclusion, la chromatographie de I'hémolymphe
de Bowmbyx mori L. paralysé par l'action de Bacillus
ceveus var, alesti et les précisions hématologiques, physio-
pathologiques et histologiques observées parallélement
mettent en évidence un aspect particulier du processus
aboutissant & la paralysie, & savoir la diminution et la
disparition des acides aminés et des substances fluores-
centes de I'hémolymphe, phénoméne évoluant paral-
lélement avec les autres changements pathologiques du
dit processus.

A. Driruon et C. Vaco

Iustitut océanographique de Pavis et Labovatoive de
Pathologie de la Station de Rechevches sévicicoles d'Alés
(I.N.R.4.), le 2 janvier 1953.

Zusammenfassung

Die Autoren untersuchten anf Grund der vergleichen-
den Pathologie die Physiopathologie der bakteriellen



[15.IV. 1953]

Paralyse und beweisen mittels simultaner Chromato-
graphie, Hiamatologie und Histopathologie einen neu-
artigen Aspekt der Paralyse von Bombyx mori L. (Lepi-
doptera), welche von Bacillus ceveus var. alesti verursacht
wird, und der aus der Verminderung und dem Verschwin-
den der Aminosiuren und der fluoreszierenden Sub-
stanzen in der Hiamolymphe hervorgeht. Dieses Phé-
nomen entwickelt sich parallel mit den anderen patho-
logischen Veradnderungen, welche zur Paralyse fithren.

Sur Paction contracturante des esters amides
polyphosphoriques de la thiamine

L’étude préliminaire de l'action biochimique des
estersamides polyphosphoriquesdelathiamine (E.A.P.P.)
nous a amené a reconnaitre que ceux de ces composés
qui offrent de courtes chaines polyphosphoriques sont
doués d’une action glucidique tant ixn vitro qu’in vivol,
Il nous est, de plus, récemment apparu que les E.LAP.P.
2 longues chaines polyphosphoriques étaient doués d’une
action neuro-musculaire importante. Ces effets, gluci-
dique et neuro-musculaire, paraissaient donc liés A la
longueur des chaines polyphosphoriques fixées sur la
molécule de thiamine.

1 H. Roux et A. CarrLanpre, Exper. 6, 386 (1950). — H. Roux,
M. DENaNs et M. FranciLron, Bull. Soc. Chim. Biol. 33, 1152 (1951).
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Aussi nous avons recherché iz vivo un test d’action
biochimique lié 3 la longueur des chaines polyphos-
phoriques. Nous l'avons trouvé dans 1’étude des varia-
tions du taux de la lactacidémie du chien normal sous
I'effet de l'injection intra-artérielle de différents com-
posés polyphosphoriques.

Nous avons, en effet, étudié au préalable 'action de
deux composés polyphosphoriques minéraux particuliére-
ment simples & préparer: le pyrophosphate de sodium
d’une part et le tripolyphosphate de sodium d’autre
part. Ce dernier, en effet, nous fournit une crise con-
tracturante intense analogue a celle fournie par les
E.AP.P. & longues chaines polyphosphoriques. Le
pyrophosphate de sodium fournit, par contre, une crise
avec polypnée et manifestations cardiaques importantes
mais sans élément contracturant, crise analogue & celle
fournie par les E.A.P.P. 4 courtes chaines polyphos-
phoriques et que nous appellerons «crise toxiquen,

Nous avons alors constaté que l'injection de pyrophos-
phate de sodium est immédiatement suivie d’une aug-
mentation importante du taux de l'acide lactique du
sang: dés la premiére minute cette augmentation est
considérable (Tableau). Par contre le tripolyphosphate
de sodium qui fournit une crise contracturante intense
n’éleve pas le taux de la lactacidémie A la premiére
minute: on enregistre méme une légére déflection de ce
taux. Nous avons rapproché cette déflection de 'action
inhibitrice de certains polyphosphates minéraux sur la
formation de Yacide lactique par des chaines fermen-

Taux de la lactacidémie (en g g par cm® de sang) chez le chien normal avant et aprés injection de différents composés polyphosphoriques
minéraux et organiques

mm de Taux de la lactacidémie 9% écart
Corps injecté phloas é’i?:re Chien| avant [ ipr?ég ip?é: :g;;i Crise observée
par kg injection du composé et aprés
phosphorique
Pyrophosphate de sodium 7.5 1 320 368 575 + 13 toxique
7.5 2 216 400 433 + 83 toxique
8,5 3 212 305 268 +44 toxique
6,5 4 64 123 — +92 toxique
5,0 5 364 500 560 + 37 toxique
7,5 6 470 687 600 + 46 toxique
Ester Triphosphorique 24 1 705 880 1000 +25 toxique
deB,. . . .. .. 14 2 264 435 540 + 65 toxique
15 3 545 650 685 +19 toxique
28 4 80 150 320 + 88 toxique
20 5 353 424 516 + 20 toxique
10 6 276 444 418 +61 toxique
Tripolyphosphate 18 1 264 233 294 -12 contracturante
de sodium . 10 2 430 400 600 - 7 contracturante
18 3 252 236 705 - 6 contracturante
20 4 557 324 760 - 42 contracturante
19 5 696 640 532 - 8 contracturante
20 6 322 219 221 - 32 contracturante
( 29 1 318 377 303 +18 toxique
15 2 450 640 720 +42 toxique
PH = 2 20 3 217 260 276 + 20 mixte
PT =4 15 4 318 388 348 +22 mixte
Esters amides 21 5 173 220 277 -+ 27 mixte
poliphospho- 23 6 138 163 236 +18 mixte
riquesde B; PH =3 21 1 212 153 505 - 23 contracturante
15 2 320 600 540 + 82 contracturante
PT = 14 3 297 329 212 +10 contracturante
PH = 4 25 1 255 209 245 - 18 contracturante
18 2 169 143 165 - 15 contracturante
PT =6 15 3 300 279 455 -~ 7 contracturante
PH =5 24 1 440 — 377 ~14 mixte avec contracture
PT = 7 7 2 485 398 398 - 18 violente

Exper. 10



