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(10), (11) peuvent étre choisies telles que les deux premiers termes
des développements de ces solutions prennent toutes les valeurs
possibles compatibles avec la restriction (b). Cette vérification peut
étre faite en effectuant a l'aide de (1) une projection sur V, des
solutions (8), (9), (10), (11) ainsi que de I’équation (b).

4. Remarque.

La traduction de (8), (9), (10), (11) en quatre dimensions montre
que le potentiel @, varie comme 1/r & grande distance du centre, mais
prend une valeur finie pour r = 0. De la résulte que I’énergie du champ
électrique, obtenue en intégrant dans tout I'espace tridimensionnel
la densité de I’énergie donnée par la composante t,, du tenseur de
Maxwell, a une valeur finie. En théorie « naive » équivalente a oz5 =
const., cette énergie diverge, puisque le potentiel est en 1/r méme
pour r - 0.

Je tiens a remercier M™e M.-A. Tonnelat dont les suggestions
et les conseils m’ont été précieux et le professeur A. Mercier pour
I’aide qu’il m’a fournie.

1. THirY, Y., these, Paris, 1951.
2. Jorpan, P., Schwerkraft und Weltall. Braunschweig, 1952.

Séance du 15 décembre 1960

J.-D. Bersier et G. Bocquet. — Les méthodes d’éclaircissement en
vascularisation et en morphogénie végétales comparées.

Depuis 1948, le Conservatoire botanique de la Ville de Genéve a
présenté en anatomie florale une série de travaux qui tous utilisent
une des techniques dites d’« éclaircissement ». Les organes végétaux
(les fleurs spécialement) sont rendus transparents et étudiés sous la
loupe binoculaire. Les rapports entre les différents tissus sont ainsi
facilement mis en évidence dans les trois dimensions. Il s’ensuit que
cette technique s’applique spécialement bien a I'étude de la vascula-
risation et de I'organogénése comparées (Baehni et Bonner 1948, 1949
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et 1953, Bonner 1948, Vautier 1949, Bocquet 1959a, 19595, Bocquet
et Bersier 1959 et 1960, Bersier 1960, Bersier et Bocquet 1960).

Les recherches systématiques bénéficient des progres de la mor-
phologie et de I’anatomie. Beaucoup de travail a déja été fait dans ce
sens dés le début du xixe® siecle. Néanmoins, les récents perfectionne-
ments des moyens optiques et les nouvelles techniques microscopiques
doivent permettre aujourd’hui un travail bien plus approfondi.
I1 est surtout important de mettre au point des moyens d’investiga-
tion assez rapides pour que les examens soient d'une part statistiques
et d’autre part comparatifs au travers de larges groupes. Seules en
effet les données d’une anatomie et d’'une morphologie comparées sont
efficacement utilisables en systématique et & condition, pour chaque
espece, de ne pas se rapporter a des spécimens uniques.

C’est a ce besoin que répondent les techniques d’éclaircissement :
leur simplicité permet de multiplier les examens. Nous avons apporté
quelques améliorations a la technique originale décrite par S. Vautier
(1949) et nous avons pensé qu’il était devenu nécessaire de préciser
la méthode que nous employons maintenant sur une grande échelle.

LES DIFFERENTES METHODES D'ECLAIRCISSEMENT

Rouissage. La plus ancienne technique employée est un rouis-
sage en touts points semblable au rouissage des fibres textiles. Selon
Gabriel et Pellissier (1936), Dutailly plongeait les organes dans une eau
ensemencée d'une pincée de terreau; il laissait agir les bactéries entre
20 et 25° C jusqu’a destruction des matiéres albuminoides, amylacées
et cellulosiques (voir, pour les résultats, Dutailly 1879). En fin de
traitement, il ne reste que le squelette vasculaire entouré d’une gaine
péricyclique. Il faut nettoyer cette gaine ainsi que les fragments de
tissus périphériques non résorbés. Outre que cette opération est
aléatoire, les vaisseaux jeunes ou peu lignifiés sont détruits par la
fermentation.

Cette technique ne parait avoir qu'un intérét historique.

Lessivage par la soude ou la potasse caustiques. Les bases fortes
décolorent les pigments, vident les cellules, rendent les tissus cellu-
losiques translucides. Par contre, les fibres et les vaisseaux lignifiés
résistent et sont ainsi différenciés. Une coloration du bois accentue
encore le contraste. L'examen se fait dans un liquide aussi réfringent
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que possible, afin d’améliorer I'éclaircissement. Les préparations

peuvent étre conservées dans le baume du Canada.

L’action des bases fortes est énergique; 1l faut la contréler pru-
demment pour éviter le gonflement des tissus délicats. Des résultats
excellents ont été obtenus par divers auteurs: Bailey et Nast 1943
(anat. florale); Foster 1955 (scléréides); Dawson 1946; Morley 1949;
Ram 1957; Rao 1957 (scléréides); Tepfer 1953.

Voici le schéma des opérations, comme nous le proposons:

1o Pour les spécimens séchés, hydratation dans de 'eau additionnée
d’un peu de détergent, vers 90° C, assez longtemps pour un ramol-
lissement complet.

20 Traitement au KOH 2 a 59, vers 50°, le temps suffisant pour
obtenir un bon éclaircissement: le temps et la concentration sont
a fixer selon le matériel.

30 Lavages a l'acide chlorhydrique 5%; & I'ammoniaque 5%; plu-
sieurs fois & l'eau de conduite.

40 Dissection éventuelle sous le binoculaire.

50 Coloration en milieu aqueux.

6° Examen dans un liquide réfringent apres déshydratation éven-
tuelle: I'alcool, le xylol, le toluol, I'hydrate de chloral !, le trichloro-
éthyléne, le lactophénol ou le chloral-lactophénol.

7° Montage et conservation éventuels dans le baume du Canada sui-
vant le procédé classique, apres déshydratation.

Blanchiment par les oxydants. Le méme but peut étre atteint par
I'action de I'hypochlorite de sodium (NaOCl: eau de Javel commer-
ciale, Debenham 1939); par le chlore gazeux (Cl, en solution aqueuse,
Debenham 1939, ou alcoolique, Gwynne-Vaughan et Barnes 1927 et
Vautier 1949); par I'eau oxygénée (H, O,, Johansen 1940). Ici le
traitement est encore plus énergique et doit étre prudemment appliqué
en tenant compte de la résistance et de I’épaisseur du matériel.
Gabriel et Pellissier (1936) ont appliqué ce type d’éclaircissement a
des organes adultes et résistants: tiges et racines. Pour I’anatomie
florale, il vaut mieux éclaircir par une technique plus douce, comme le
chloral-lactophénol, et ne faire intervenir le chlore ou '’eau de Javel
qu’en cas de nécessité (pigmentation rebelle): on appliquera alors les

1 Solution aqueuse forte selon Foster: 250 g pour 100 cc d’eau distillée.
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données ci-dessous en limitant au minimum le temps d’action de
I'hypochlorite.

Voici le traitement que nous proposons pour des organes résis-
tants:

1o Eclaircir a I'eau de Javel étendue d’un volume d’eau et de trois
d’alcool (I’alcool empéche le ramollissement des tissus). Durée
variable: 1 a4 10 jours, en changeant le réactif dans les traitements
de longue durée.

20 Lavage a l'acide chlorhydrique 5%,; & I'ammoniaque 5%; a I’eau
de conduite plusieurs fois.

30 Colorations dans la masse ou par injection.

40 Examen dans un liquide réfringent.

Imprégnation par un liquide réfringent. l.a cellule et sa membrane
deviennent lentement transparentes par imprégnation dans un
liquide réfringent. L’alcool, le xylol, le toluéne ont ainsi un certain
pouvoir éclaircissant: on les emploie apres 1’action des bases ou des
oxydants. Une solution de sucre a été utilisée par Okimoto (1948) pour
éclaircir le fruit de I'ananas: la technique est amusante, sinon efficace.
[’acide lactique a été employé avec succes par différents auteurs, en
général a chaud (50° C), avec ou sans intervention d’un agent oxy-
dant ou d’une base: Debenham 1939, Moseley 1958, Simpson 1929.
l.’acide lactique a tendance a gonfler les tissus; aussi préférons-nous
le chloral-lactophénol qui agit selon le méme principe (cf. description
de la technique au chloral-lactophénol ci-dessous).

Colorations. En milieu aqueux, il est possible de colorer les vais-
seaux ligneux par la fuchsine ammoniacale (Debenham 1939), la
safranine (Foster 1955), I’hématoxyline Delafield (Ram 1957), le
violet de gentiane (Vautier 1949), le vert d'iode (Gabriel et Pellissier
1936), la safranine (Morley 1949 et Tepfer 1953). Ces colorations
peuvent étre appliquées dans la masse ou par injections quand le
matériel s’y préte (Gabriel 1937, Loiseau 1950).

DESCRIPTION DE LA TECHNIQUE D'ECLAIRCISSEMENT
AU CHLORAL-LACTOPHENOL

Réactifs.

Le liquide éclaircissant est le chloral-lactophénol de Jules Amann
(1899). 11 est en général utile d’y ajouter quelques gouttes d’acide



SEANCE DU 15 DECEMBRE 1960 559

chlorhydrique concentré pour dissoudre les cristaux d’oxalate de
calcium, qui, par leur présence dans les tissus, génent ’observation.

Chloral-lactophénol d’ Amann

CLP
Hydrate de chloral . . . . . . . 50 g
Acide lactique . . . . . . . . . 25 ¢g
Acide phénique . . . . . . . . . 25 g
Chloral-lactophénol acide
CLPA
Hydrate de chloral . . . . . . . 50 g
Acide lactique . . . . . . . . . 25 g
Acide phénique . . . . . . . . . 25 g
Acide chiorhydrique 36N . . . . . 3 gouttes
Acide lactique glycériné
GL
Acide lactique . . . . . . . . . 50 cc
Glycérine . . . . . . . . . .. 50 cc

Le CLP et le CLPA sont tres corrosifs. ils peuvent provoquer des
réactions allergiques sur la peau. L’indice de réfraction est 1,50.
L’eau et 'alcool, ajoutés en petites quantités, ne provoquent aucun
trouble; le xylol n’est pas missible. Le CLP brunit a la lumiére et
s’épaissit par évaporation de I'acide lactique.

Récolte des plantes.

Choisir un matériel abondant a tous les stades de I'organogénese.
Il faut en prendre assez pour conserver un bon échantillonnage témoin
a I'état sec. Si possible, marquer le végétal sur place, afin de pouvoir
en tout temps se référer au témoin vivant.

Conservation.

I1 est préférable de soumettre immédiatement le matériel frais a
I'éclaircissement: 1'action du chloral-lactophénol est a la fois plus
rapide et plus complete.

Quand le traitement doit étre différé, il est possible:

1o de conserver les plantes au deep-freezer, enfermées dans du plas-
tic, pour réduire I'évaporation;

20 de les sécher; dans ce cas on évite la presse botanique ainsi que
les appareils de dessication, sources de déformations pour les
tissus;
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3° de les immerger dans un mélange de glycérine et d’acide lactique
en parts égales (GL); nous avons obtenu d’excellents résultats par
cette méthode car, transférés dans le CLP, les tissus reprennent
leur volume initial et leur souplesse avec un minimum d’altéra-
tions.
L’alcool est a déconseiller; nous y avons observé une opacification
des membranes cellulaires, opacification qui résiste au CLP.

Préparation du matériel.

10 Plantes fraiches ou conservées au GL ou a Ualcool. 11 suffit,
apres essorage éventuel sur papier filtre, de les laisser s’éclaircir au
CLP, a I'abri de la lumiére pour éviter le brunissement du réactif.

Durée: une a six semaines; conservation: deux a trois ans.

20 Plantes séchées ad hoc et spécimens d’herbiers. 1. objet est
ramolli quelques minutes dans de l'eau additionnée de quelques
gouttes d’un détergent commercial (solution aqueuse faible): on
chauffe le tout dans une capsule, entre 60 et 90°, en prenant garde
de ne pas faire bouillir. Essorer sommairement sur du papier filtre
et immerger dans du chloral-lactophénol. Introduire le moins possible
d’eau, afin de ne pas abaisser I'indice de réfraction du CLP.

Blanchiment.

Il arrive que les plantes séchées, surtout les spécimens d’herbier,
présentent une pigmentation réfractaire au CLP. Quand cette pig-
mentation esi génante, on peuat 'atténuer par un traitement a 'hypo-
chlorite (NaOCIl) ou a la soude caustique (NaOH): voir plus haut la
technique du lessivage par la soude et celle du blanchiment par les
oxvdants.

Ces traitements ne sont efficaces qu’en milieu aqueux ou aqueux-
alcoolique, sur du matériel bien ramolli. Si les plantes ont dé)a passé
au chloral-lactophénol, on les réhydrate quelques heures dans de I’eau
de conduite, en ayant soin de changer cette derniere plusieurs fois.

Nous n’avons encore jamais eu réellement besoin de recourir au
blanchiment dans nos propres travaux (Rhoeadales, Centrospermées,
Légumineuses). Nous préférons ’éviter car son action est facilement
dommageable pour les tissus. Pour les organes délicats, tout spéciale-
ment en anatomie florale, on réduira la durée du traitement au
minimum.
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FEclatreissement.

I1 suffit de laisser le chloral-lactophénol agir a I’abri de la lumiere
sur le matériel complétement immergé. Le temps nécessaire varie
avec l'épaisseur et la nature de I'objet (1 & 6 semaines). Un séjour
en étuve a 50° C accélere notablement I'action du CLP (dans des
tubes scellés pour éviter la corrosion de ’appareil).

Colorations.

Le milieu anhydre est défavorable aux colorations; de plus le
CLP attaque les colorants: aussi y avons-nous renoncé. La vascula-
risation apparait toujours suffisamment nette grice aux éléments
ligneux réfringents. Pour les détails histologiques, nous nous adressons
au microscope a contraste de phase.

S. Vautier (1949) propose I’emploi des bases ou acides libres des
colorants, dissous dans le xylol selon la recette de McLean (1934); ils
sont directement additionnés au CLP. Nous n’avons personnellement
pas obtenu de cette facon des résultats concluants, mais il ne faut
pas négliger cette technique qui peut certainement rendre service
dans des cas particuliers.

Examens.

10 Vascularisation florale. Les objets sont examinés in toto dans
le chloral-lactophénol sous la loupe binoculaire. La dissection des
organes extérieurs peut ensuite faciliter I'’étude de la vascularisation
profonde.

Les binoculaires avec axes optiques paralleles (la loupe Wild M5
par ex.) sont & préférer aux anciens modéles: il est beaucoup plus
facile d’y obtenir une illumination égale pour chaque ceil. Or, dans
ce milieu tres réfringent, les différences de luminosité sont pénibles
pour la vue.

20 Organogéneése. Les plus jeunes stades sont étudiés sous le
microscope a contraste de phase, qui remplace avantageusement les
colorations. On obtient ainsi des « coupes optiques » dans le matériel.
[.es stades adultes sont examinés a la loupe binoculaire; des coupes
épaisses peuvent étre réalisées a la moelle de sureau sur le matériel
éclairei.

39 Anatomie fine, histologte. Dans les organes disséqués, les
caracteres histologiques des différentes plages anatomiques appa-
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raissent clairement au contraste de phase, sans aucune coupe ni colo-
ration. C'est la technique au chloral-lactophénol que nous avons
employée dans nos études sur la structure de I'ovule (cf. Bocquet,
Bersier, Bocquet et Bersier dans la bibliographie).

4° Pollen. Dans les différentes familles étudiées, les grains de
pollen ont toujours été parfaitement éclaircis. Le microscope a
contraste de phase met bien en évidence les ornements de l'exine
ainsi que la structure de la membrane. Nous ne savons pas ce que
donnerait la technique au CLP sur du pollen fossile; elle est toute
indiquée par contre pour I’étude comparative des spécimens d’herbier,
grace a sa rapidité et sa simplicité. Il suffit en effet de plonger une
anthére dans le CLP et d’attendre l'éclaircissement complet (voir
fig. 1 et 2: pollen de Tropaeolum majus, 1500 x).

Fig. 1.

Tropaeolum majus L.

Pollen: 1500 x, mise au point équatoriale: structure de la paroi avec sexine
et nexine; 3 colpes avec leurs opercules.

Photographies et dessins.

Le CLP n’est pas un milieu trés favorable a la photographie a
cause de sa forte réfringence. D’autre part, a la loupe binoculaire,
la photographie plane n’est pas & méme de représenter les volumes.
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Au contraste de phase, les objets sont souvent trop épais pour fournir
de bons clichés.

Nous gardons donc la photographie comme témoin et lui préférons
le dessin: la chambre claire est indispensable afin d’éviter les inter-
prétations subjectives.

Fig. 2.

Tropaeolum majus L.

Pollen: 1500 x, mise au point superficielle: ornements réticulés de la sexine
dans la portion centrale nette.

Archives.

Le matériel éclairci se conserve plusieurs années au CLP, a 'abri
de la lumiere et en bouteilles fermées. Avant un nouvel examen, il
est nécessaire de changer une a deux fois le liquide, jusqu’a ce que
I'objet soit de nouveau incolore.

Pour de plus longues périodes, nous préférons stocker le matériel
dans le GL. Les tissus reprennent leur consistance normale lorsqu’on
les plonge & nouveau au CLP pour un examen.

CONCLUSIONS

Il n’y a pas de méthode miracle. La technique que nous préférons,
I'éclaircissement au CLP, a pour elle sa rapidité, sa simplicité et son

ARCHIVES DES ScIENcES. Vol. 13, fasc. 4, 1960, 39
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efficacité : les manipulations sont réduites au minimum et nous n’avons
eu a déplorer que trés peu d’altérations. Le pouvoir éclaircissant est
bon, méme sur des spécimens secs.

Le désavantage essentiel est la difficulté de colorer le matériel.
Ce désavantage est compensé par 'emploi du microscope & contraste
de phase.

Toutefois, les différents auteurs que nous citons ont obtenu de
bons résultats avec d’autres techniques, d’ailleurs assez voisines de
celle au CLP. Il est utile d’en étre informé, afin de choisir au début
de chaque étude celle des méthodes qui convient le mieux. De méme,
I'expérience a montré que la commodité des éclaircissements ne doit
pas faire négliger les coupes en série (Bocquet et Bersier 1961): des
controles réguliers par cette technique classique s'imposent, sous peine
d’arriver & des conclusions incomplétes.

(C’est en somme la nature du matériel et le type de recherche qui
président au choix de la technique. Pour ’étude de la vascularisation
et de I'organogénese comparées, le CLP nous parait donner des résul-
tats en général excellents.

Deux améliorations sont souhaitables:

1o trouver une coloration durable dans le CLP, qui prenne sélective-
ment sur le bois et en milieu anhydre;

20 étudier la possibilité de couper au microtome automatique (et non
plus & la main) le matériel déja éclairci: il ne serait plus nécessaire
de préparer deux lots de matériel, I'un pour le CLP, I'autre pour
les coupes a la paraffine.
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Teprer, S. S. 1953. Floral anatomy and ontogeny in Agquilegia formosa
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G. Bocquet et J.-D. Bersier. — La valeur systématique de
Povule : développements tératologiques.

Voir I'article a la page 475 du présent fascicule.

J.-D. Bersier. — L'ocule et la placentation dans le genre Tro-

paeolum 1.

Nos études sur la structure de 'ovule nous ont également amenés
a considérer leur placentation. En effet, la placentation pose un pro-
bleme important en morphologie florale comparée. Dans les ovaires
ou elle est centrale ou axile, 'origine des carpelles est latérale, tandis
que souvent l'origine des ovules est apparemment axile: les ovules
naissent comme des ébauches indépendantes des carpelles sur le pro-
longement de I’axe. Faut-1l dans ce cas les considérer comme réelle-
ment axiles; ou faut-il supposer que le sommet de ’axe est recouvert
par un territoire carpellaire d’origine latérale ?

La vascularisation de la fleur chez les Caryophyllacées nous a
fait opter pour la seconde de ces interprétations: bien que les ovules
naissent sur i’axe dans cette famiile, iis n’en appartiennent pas moins
au territoire carpellaire. Nous avons cherché une confirmation de
cette opinion chez les Tropaeolacées, qui nous ont paru un matériel
favorable & cause de leurs ovaires semi-apocarpiques, fixés sur un
pivot central.

Nos observations permettent d’affirmer que, comme chez les
Caryophyllacées, les deux ébauches carpellaire et ovulaire appar-
tiennent au méme territoire bien qu’elles soient nées séparément.
Provisoirement, au début de la morphogénie, les ovules se trouvent

1 Ce travail sera publié in extenso dans Candollea.
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