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nous aurons finalement

1 ^{3VÖ73(3 — ^) ((x + I)T_(1/|i) + (3 \i? 1) [n + ?(»)]}

Ces resultats presentent, comme il fallait s'y attendre, une

nette similitude de forme avec ceux du probleme restreint

(isotrope), mais exigent pour leur expression numerique, des

calculs notablement plus compliques.

Hermann Gisin. — Ameliorations de la technique de montage

a Vacide lactique d'objets microscopiques d'histoire naturelle.

On connait aujourd'hui un grand nombre de milieux de

montage qui permettent d'obtenir des preparations
microscopiques permanentes de petits animaux et d'autres objets
biologiques avec un minimum de manipulations; je pense, par
exemple, aux liquides ä base de gommes ou d'alcool polyviny-
lique. En principe, ces liquides contiennent des reactifs (eclair-
cissants, gonflants, refractants, etc.) et des gommes ou des

resines dissoiites dans des solvants. Les gommes 011 resines ont
evidemment pour röle de solidifier le liquide apres evaporation
du solvant. Toutefois elles peuvent nuire ä Taction du reactif
qui, trop dilue, n'a plus le meme effet qu'ä Tetat plus concentre.
Certains objets mous, plus ou moins ratatines, ne sont plus
suffisamment gonfles ni eclaircis dans de tels melanges; et une
fois gonfles et ramollis dans le reactif concentre, ces objets ne

supportent plus le transfert dans un autre milieu sans se rider
ä nouveau. C'est le.cas des Collemboles, insectes microscopiques

primitifs mal chitinises, dont je n'ai jamais vu de preparations
entierement satisfaisantes au cours d'une pratique de quinze ans

poursuivie en relation avec tous les specialistes du monde. La
difTiculte d'obtenir des preparations impeccables a beaucoup
retarde nos connaissances systematiques et par consequent
biologiques sur ce groupe d'animaux.

En 1947, j'ai publie une technique de montage permanent
en milieu liquide renferme dans une cellule de cire molle. Cette
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technique, surtout celle de la formation de la cellule de cire, a

ete ingenieusement simplifiee par E. von Törne (1953, 1954,

pipette ä piston pour la cire, bee electrique chauffant, preparation

entre lamelles). Quant au milieu de montage, j'avais d'abord
utilise l'acide lactique epaissi par un peu de gelatine. Avec la

nouvelle technique imaginee par von Thörne, l'epaississement
du milieu de montage n'est plus necessaire; la solution de

gelatine dans l'acide lactique s'est d'ailleurs revelee instable et
je la deconseille aujourd'hui. L'acide lactique lui-meme est un
reactif merveilleux, mais il n'est pas un bon milieu de
conservation. II finit par eclaircir les objets excessivement et les

decolore souvent; les concretions d'urates, depots du meta-
bolisme azote des Collemboles, qui sont depourvus de reins

excreteurs, se recristallisent parfois dans ce reactif et genent
l'observation; on peut enfin craindre qu'ä la longue l'acide

n'attaque certaines structures fines insuffisamment fixees.
On peut parer ä ces inconvenients en soumettant les objets

ä une bonne fixation prealable. Mais fixes ä fond, les Collemboles

ne s'etalent plus convenablement et restent opaques.
C'est pourquoi l'idee m'etait venue de corriger les defauts de

l'acide lactique par des additifs conservateurs. En 1948, j'ai
ainsi signale incidemment (Gisin, 1948, p. 491-2) de bons

resultats avec du formol comme additif, surtout en ce qui
concerne la dissolution des urates. Depuis, j'ai inlassablement
varie les essais pour retenir finalement les formules suivantes:

Liquide A acide lactique commercial 10 cm3
glycerine 2 »

formol du commerce 0,4 »

Liquide B 1 cm3 du liquide A
4 gouttes d'une solution coneentree d'acide

picrique dans la glycerine (du sei picrique
en exces dans une fiole de glycerine).

Le liquide A sert de milieu d'examen dans lequel je chauffe
les specimens pour les etaler et pour les determiner. Pour traiter
du vieux materiel durci, il faut diminuer, voir supprimer la

glycerine. Le liquide B est le milieu de montage permanent.
L'acide picrique, ä part son role de fixateur-conservateur,
sert ä teindre tres legerement les objets.
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Je possede dans ce milieu nombre de preparations vieilles
de deux k trois ans, et dont la qualite me semble insurpassable.
Voici la technique employee ä leur fabrication rapide.

Tous les Collemboles sont tues dans un fixateur degraissant
(alcool 95° 750 cm3, ether rectifie 250 cm3, acide acetique 30 cm3,

formol ä 40° 3 cm3). Iis y demeurent pendant trois jours, apres
lesquels le tube bouche au coton est plonge dans l'alcool ä 70°,

qui elimine le fixateur par diffusion ä travers le tampon. Le

moment venu (quelques jours ä quelques mois plus tard), le

triage se fait dans la glycerine diluee (creuset ä fond rond,
eclairage par-dessous). Une goutte de liquide A dans l'excava-
tion d'une lame refoit un echantillon des specimens ä determiner

et eventuellement ä preparer. Une deuxieme ou troisieme

goutte tombant au milieu de la premiere arrange les specimens

en les entrainant vers le bord du creux de la lame. Quelques
essais prealables determineront le volume desirable des gouttes,
qu'on peut varier suivant la position de la pipette ou la forme
de son ouverture, de maniere k remplir l'excavation sans bulle
d'air ni debordement apres l'application de la lamelle. En
chauffant (contröle k la loupe il y aura d'ailleurs quand meme

leger debordement de liquide, dont on laissera l'exces s'imbiber
dans un morceau de buvard.

Une excellente methode de preparation extemporanee est

celle de Grandjean. On ne couvre la concavite d'une lame qu'ä
moins de moitie par une lamelle. Le liquide est retenu par
capillarite pourvu qu'il ne remplisse pas completement l'espace
entre lame et lamelle. Les objets peuvent etre Orientes ä l'aide
d'un poil ou en depla^ant legerement la lamelle.

Maintenant, en vue d'un montage permanent, une lame et
une lamelle sont soigneusement nettoyees. Pour confectionner
la cellule, j'emploie une cire tres molle, presque päteuse, de

composition suivante:

Paraffine 10 parties (vol.)
Vaseline blanche 12 »

Lanoline anhydre 10 »

D'apres mes experiences, la cire d'abeille n'est pas recom-
mandable comme composant de cires molles, les points de

contact de celle-ci avec l'acide lactique devenant le siege de
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recristallisations, ce qui n'arrive pas avec la paraffine et la

vaseline. D'un exces de lanoline (dans mon ancienne formule
lanoline: vaseline 1: 1) pent resulter une degenerescence
huileuse des zones de contact avec l'acide; en revanche la

presence de lanoline donne ä la päte de la plasticite. Une

pipette pourvue d'un piston et d'une ouverture d'un bon

demi-millimetre est remplie de cette cire en fusion; pour eviter
l'apparition de bulles d'air dans la cire pendant qu'elle se fige,

je fais exercer par un moyen de fortune une certaine pression

sur le piston durant le refroidissenient. La pipette est alors

prete pour la fabrication d'un grand nombre de cellules. Une

pression exercee sur le piston fait surgir un fdet de cire, qu'on
dispose en cercle un peu plus petit que la lamelle, tout en laissant

une ouverture d'un cote (« en haut »). Ensuite le filet doit etre
soude ä la lame, ce que j'obtiens en imprimant un mouvement
regulier au porte-objet pendant que sa face inferieure est main-
tcue en contact de l'ampoule allumee d'une lampe de table.
Le pied fondu du filet doit etre aussi large que le dernier est

epais (dans le cas contraire, il s'v produirait des phenomenes
de capillarite au contact du liquide de montage). Les operations
se succedent des lors comme suit: depot d'une minuscule

gouttelette du liquide B dans la cellule — transfert des specimens

— adjonction de quelques gouttelettes supplementaires
du liquide B — arrangement des objets — pose de la lamelle —
enfoncement de la lamelle, en commengant du cote oppose ä

l'ouverture de la cellule; on poursuit jusqu'ä ce que le liquide
soit au contact de la lamelle et que les objets acquierent la

compression voulue. Mais il faut veiller d'interrompre l'enfon-
cement avant que le liquide n'atteigne l'ouverture de la cellule.

Les operations suivantes peuvent se faire avec une spatule
chauffee ä la flamme. Mais il est infiniment mieux de se servir
du bee electrique de von Törne, dont la construction est en

principe celle d'un bee pyrographique ä bas Aoltage. Le mien
est branche directement aux 12 volts d'un transformateur de

30 VA. Le fd ä resistance de 1,5 mm de diametre mesure deux
fois 10 cm de long; la pointe en bee d'oiseau, amincie ä la lime,
ne doit pas rougir en chauffant. Le courant est donne en

appuyant le genou sur un bouton fixe ä hauteur convenable
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au pied de la table. Pour fermer la cellule, le bee est applique
au revers de la lame, pres des extremites du filet de cire jusqu'a
la fusion de celles-ci. Generalement, de minuscules bulles d'air
adherent encore au filet de cire, cote interieur. En passant le

bee chaud, cette fois cote lamelle, on « ramasse » ces bulles et
les conduit facilement vers le bord. La preparation est imme-

diatement manipulable en tous sens, et süffisante pour l'usage

courant; jamais aucune ne s'est revelee imparfaitement
etanche. On peut cependant encore la luter d'une maniere

appropriee. M. von Törne recommande un melange de cire

d'abeille et de bäume du Canada ä parties egales. Mais il arrive

alors, ä la suite de la contraction du lut deprimant la lamelle,
qu'une gouttelette du liquide de montage sous pression suinte
entre la lame et le filet de cire; cela semble toutefois sans

inconvenient, surtout si on laisse un peu de vide entre le lut et
la cellule.

La technique decrite a favantage de la rapidite de fabrication

aussi bien que du demontage. Elle a ete eprouvee pour les

Collemboles, mais doit pouvoir s'appliquer utilement ä d'autres
objets, avec des formules analogues, toutes les fois qu'on
desire operer un montage permanent dans un milieu liquide.

Museum (VHisloire naturelle
de Geneve,
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