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(10), (11) peuvent etre choisies telles que les deux premiers termes
des developpements de ces solutions prennent toutes les valeurs

possibles compatibles avec la restriction (b). Gette verification peut
etre faite en effectuant ä l'aide de (1) une projection sur V4 des

solutions (8), (9), (10), (11) ainsi que de l'equation (b).

1. Remarque.

La traduction de (8), (9), (10), (11) en quatre dimensions montre

que le potentiel cp4 varie comme 1/r a grande distance du centre, mais

prend une valeur finie pour r 0. De lä resulte que l'energie du champ

electrique, obtenue en integrant dans tout l'espace tridimensionnel
la densite de l'energie donnee par la composante t44 du tenseur de

Maxwell, a une valeur finie. En theorie « naive » äquivalente ä a5S

const., cette energie diverge, puisque le potentiel est en 1 jr meme

pour r -* 0.

Je tiens ä remercier Mme M.-A. Tonnelat dont les suggestions
et les conseils m'ont etc precieux et le professeur A. Mercier pour
l'aide qu'il m'a fournie.

1. Thiry, Y., these, Paris, 1951.
9. Jordan, P., Schwerkraft und Weltall. Braunschweig, 195'2.

Seance du 15 decembre 1960

J.-D. Bersier et G. Bocquet. — Les methodes d?eclaircissement en

vascularisation el en morphogenie vegetales comparees.

Depuis 1948, le Conservatoire botanique de la Ville de Geneve a

presente en anatomie florale une serie de travaux qui tous utilisent
une des techniques dites d'« eclaircissement ». Les organes vegetaux
(les fleurs specialement) sont rendus transparents et etudies sous la

loupe binoculaire. Les rapports entre les diflerents tissus sont ainsi
facilement mis en evidence dans les trois dimensions. II s'ensuit que
cette technique s'applique specialement bien ä l'etude de la vascularisation

et de l'organogenese comparees (Baehni et Bonner 1948, 1949
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et 1953, Bonner 1948, Vautier 1949, Bocquet 1959a, 19596, Bocquet
et Bersier 1959 et 1960, Bersier 1960, Bersier et Bocquet 1960).

Les recherches systematiques beneficient des progres de la mor-
phologie et de l'anatomie. Beaucoup de travail a dejä ete fait dans ce

sens des le debut du xixe siecle. Neanmoins, les recents perfectionne-
ments des movens optiques et les nouvelles techniques microscopiques
doivent permettre aujourd'hui un travail bien plus approfondi.
II 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 donnees d'une anatomie et d'une morphologie companies sont
efficacement utilisables en systematique et a condition, pour chaque

espece, de ne pas se rapporter a des specimens uniques.
C'est ä ce besoin que repondent les techniques d'eclaircissement:

leur simplicity permet de multiplier les examens. Nous avons apporte
quelques ameliorations ä la technique originale decrite par S. Vautier
(1949) et nous avons pense qu'il etait devenu necessaire de preciser
la methode que nous employons maintenant sur une grande echelle.

LES DIFFfiRENTES MfiTHODES D'fiCLAIRCISSEMENT

Rouissage. La plus ancienne technique employee est un rouis-

sage en touts points semblable au rouissage des fibres textiles. Selon

Gabriel et Pellissier (1936), Dutaillv plongeait les organes dans une eau

ensemencce d'une pincee de terrcau; il laissait agir les bacteries entre
20 et 25° C jusqu'ä destruction des matieres albuminoldes, amylacees
et cellulosiques (voir, pour les resultats, Dutailly 1879). En fin de

traitement, il ne reste que le squelette vasculaire entoure d'une gaine

pericyclique. II faut nettover cette gaine ainsi que les fragments de

tissus peripheriques non resorbes. Outre que cette operation est

aleatoire, les vaisseaux jeunes ou peu lignifies sont detruits par la

fermentation.
Cette technique ne parait avoir qu'un interet historique.

Lessivage par la soude ou la potasse caustiques. Les bases fortes
decolorent les pigments, vident les cellules, rendent les tissus
cellulosiques translucides. Par contre, les fibres et les vaisseaux lignifies
resistent et sont ainsi differencies. Une coloration du bois accentue

encore le contraste. L'examen se fait dans un liquide aussi refringent
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que possible, afin d'ameliorer l'eclaircissement. Les preparations

peuvent etre conservees dans le bäume du Canada.

L'action des bases fortes est energique; il faut la contröler pru-
demment pour eviter le gonflement des tissus delicats. Des resultats
excellents ont ete obtenus par divers auteurs: Bailey et Nast 1943

(anat. florale); Foster 1955 (sclereides); Dawson 1946; Morley 1949;
Ram 1957; Rao 1957 (sclereides); Tepfer 1953.

Voici le schema des operations, comme nous le proposons:

1° Pour les specimens seches, hydratation dans de 1'eau additionnee
d'un peu de detergent, vers 90° C, assez longtemps pour un ramol-
lissement complet.

2° Traitement au KOH 2 a 5% vers 50°, le temps süffisant pour
obtenir un bon eclaircissement: le temps et la concentration sont
ä fixer selon le materiel.

3° Lavages a l'acide chlorhydrique 5%; ä l'ammoniaque 5%; plu-
sieurs fois ä l'eau de conduite.

4° Dissection eventuelle sous le binoculaire.
5° Coloration en milieu aqueux.
6° Examen dans un liquide refringent apres deshydratation even¬

tuelle : l'alcool, le xylol, le toluol, l'hvdrate de chloral *, le trichloro-
ethylene, le lactophenol ou le chloral-lactophenol.

7° Montage et conservation eventuels dans le bäume du Canada sui-

vant le procede classique, apres deshydratation.

Blanchiment par les oxydants. Le meme but peut etre atteint par
faction de fhypochlorite de sodium (NaOCl: eau de Javel commer-
ciale, Debenham 1939); par le chlore gazeux (Cl2 en solution aqueuse,
Debenham 1939, ou alcoolique, Gwynne-Vaughan et Barnes 1927 et

Vautier 1949); par l'eau oxygenee (H2 02, Johansen 1940). Ici le

traitement est encore plus energique et doit etre prudemment applique
en tenant compte de la resistance et de l'epaisseur du materiel.
Gabriel et Pellissier (1936) ont applique ce type d'eclaircissement ä

des organes adultes et resistants: tiges et racines. Pour l'anatomie

florale, il vaut mieux eclaircir par une technique plus douce, comme le

chloral-lactophenol, et ne faire intervenir le chlore ou l'eau de Javel

qu'en cas de necessite (pigmentation rebelle): on appliquera alors les

1 Solution aqueuse forte selon Foster: 250 g pour 100 cc d'eau distillee.
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donnees ci-dessous en limitant au minimum le temps d'action de

Hypochlorite.
Voici le traitement que nous proposons pour des organes resis-

tants:
1° Eclaircir ä l'eau de Javel etendue d'un volume d'eau et de trois

d'alcool (l'alcool empeche le ramollissement des tissus). Duree

variable: 1 ä 10 jours, en changeant le reactif dans les traitements
de longue duree.

2° Lavage ä l'acide chlorhydrique 5%; ä l'ammoniaque 5%; ä l'eau
de conduite plusieurs fois.

3° Colorations dans la masse ou par injection.
4° Examen dans un liquide refringent.

Impregnation par un liquide refringent. La cellule et sa membrane
deviennent lentement transparentes par impregnation dans un

liquide refringent. L'alcool, le xylol, le toluene ont ainsi un certain

pouvoir eclaircissant: on les emploie apres Taction des bases ou des

oxvdants. Une solution de sucre a ete utilisee par Okimoto (1948) pour
eclaircir le fruit de bananas: la technique est amüsante, sinon efficace.

L'acide lactique a ete employe avec succes par differents auteurs, en

general ä 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 ä gonfler les tissus; aussi preferons-nous
le chloral-lactophenol qui agit selon le meme principe (cf. description
de la technique au chloral-lactophenol 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), 1'hematoxyline 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 etre appliquees dans la masse ou par injections quand le

materiel s'y prete (Gabriel 1937, Loiseau 1950).

DESCRIPTION DE LA TECHNIQUE D'fiCLAIRCISSEMENT
AU CHLORAL-LACTOPHENOL

Reactifs.

Le liquide eclaircissant est le chloral-lactophenol de Jules Amann

(1899). II est en general utile d'y ajouter quelques gouttes d'acide
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chlorhydrique concentre pour dissoudre les cristaux d'oxalate de

calcium, qui, par leur presence dans les tissus, genent l'observation.

Chloral-lactophe'nol iTA mann
CLP

Hydrate de chloral 50 g
Acide lactique 25 g
Acide ph6nique 25 g

Chloral-lactophe'nol acide
CLPA

Hydrate de chloral 50 g
Acide lactique 25 g
Acide ph6nique 25 g
Acide chlorhydrique 36N 3 gouttes

Acide lactique glycerine
GL

Acide lactique 50 cc
Glycerine 50 cc

Le CLP et le CLPA sont tres corrosifs. Iis peuvent provoquer des

reactions allergiques sur la peau. L'indice de refraction est 1,50.

L'eau et 1'alcool, ajoutes en petites quantites, ne provoquent aucun
trouble; le xylol n'est pas missible. Le CLP brunit ä la lumiere et

s'epaissit par evaporation de l'acide lactique.

Recolte des plantes.

Choisir un materiel abondant ä tous les Stades de 1'Organogenese.

II faut en prendre assez pour conserver un bon echantillonnage temoin
ä l'etat sec. Si possible, marquer le vegetal sur place, afin de pouvoir
en tout temps se referer au temoin vivant.

Conservation.

II est preferable de soumettre immediatement le materiel frais ä

l'eclaircissement: Taction du chloral-lactophenol est ä la fois plus

rapide et plus complete.
Quand le traitement doit etre differe, il est possible:

1° de conserver les plantes au deep-freezer, enfermees dans du plas¬

tic, pour reduire Tevaporation;
2° de les secher; dans ce cas on evite la presse botanique ainsi que

les appareils de dessication, sources de deformations pour les

tissus;
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3° de les immerger dans un melange de glycerine et d'acide lactique
en parts egales (GL); nous avons obtenu d'excellents resultats par
cette methode car, transferes dans le CLP, les tissus reprennent
leur volume initial et leur souplesse avec un minimum d'altera-
t.ions.

L'alcool est ä deconseiller; nous y avons observe une opacification
des membranes cellulaires, opacification qui resiste au CLP.

Preparation du materiel.

1° Plantes fraiches ou conservees au GL ou ä l'alcool. II suffit,
apres essorage eventuel sur papier filtre, de les laisser s'eclaircir au
CLP, ä l'abri de la lumiere pour eviter le brunissement du react if.

Duree: une ä six semaines; conservation: deux a trois ans.

2° Plantes seehees ad hoc et specimens d'herbiers. L'objet est
ramolli quelques minutes dans de l'eau additionnee de quelques
gouttes d'un detergent 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-lactophenol. Introduire le moins possible
d'eau, afin de ne pas abaisser l'indice de refraction du CLP.

Blanchiment.

II arrive que les plantes seehees, surtout les specimens d'herbier,
presentent une pigmentation refractaire au CLP. Quand cette
pigmentation est genante, on peut l'attenuer par un traitement ä l'hypo-
rhlorite (NaOCl) ou ä la soude caustique (NaOH): voir plus haut la

technique du lessivage par la soude et celle du blanchiment par les

oxydants.
Ces traitements ne sont efficaces qu'en milieu aqueux ou aqueux-

alcoolique, sur du materiel bien ramolli. Si les plantes ont dejä passe
au chloral-lactophenol, on les rehydrate quelques heures dans de l'eau
de conduite, en ayant soin de changer cette derniere plusieurs fois.

Nous n'avons encore jamais eu reellement besoin de recourir au
blanchiment dans nos propres travaux (Rhoeadales, Centrospermees,
Legumineuses). Nous preferons l'eviter car son action est facilement
dommageable pour les tissus. Pour les organes delicats, tout speciale-
ment en anatomie florale, on reduira la duree du traitement au
minimum.
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Eclaircissement.

II suflit de laisser le chloral-lactophenol agir ä l'abri de la lumiere

sur le materiel completement immerge. Le temps necessaire varie

avec Fepaisseur et la nature de l'objet (1 ä 6 semaines). Un sejour
en etuve ä 50° C accelere notablement 1'action du CLP (dans des

tubes scelles pour eviter la corrosion de l'appareil).

Colorations.

Le milieu anhydre est defavorable aux colorations; de plus le

CLP attaque les colorants: aussi y avons-nous renonce. La vascula-
risation apparait toujours suffisamment nette grace aux elements

ligneux refringents. Pour les details histologiques, nous nous adressons

au microscope ä contraste de phase.
S. Vautier (1949) propose l'emploi des bases ou acides libres des

colorants, dissous dans le xylol selon la recette de McLean (1934); ils
sont directement additionnes au CLP. Nous n'avons personnellement

pas obtenu de cette fagon des resultats concluants, mais il ne faut

pas negliger cette technique qui peut certainement rendre service

dans des cas particuliers.

Examens.

1° Vascularisation florale. Les objets sont examines in toto dans

le chloral-lactophenol sous la loupe binoculaire. La dissection des

organes exterieurs peut ensuite faciliter l'etude de la vascularisation

profonde.
Les binoculaires avec axes optiques paralleles (la loupe Wild Mö

par ex.) sont ä preferer aux anciens modeles: il est beaucoup plus
facile d'y obtenir une illumination egale pour chaque ceil. Or, dans

ce milieu tres refringent, les differences de luminosite sont penibles

pour la vue.

2° Organogenese. Les plus jeunes Stades sont etudies sous le

microscope ä contraste de phase, qui remplace avantageusement les

colorations. On obtient ainsi des « coupes optiques » dans le materiel.
Les Stades adultes sont examines ä la loupe binoculaire; des coupes
epaisses peuvent etre realisees ä la moelle de sureau sur le materiel
eclairci.

3° Anatomie fine, histologic. Dans les organes disseques, les

caracteres histologiques des differentes plages anatomiques appa-
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raissent clairement au contraste de phase, sans aucune coupe ni
coloration. C'est la technique au chloral-lactophenol que nous avons

employee dans nos etudes sur la structure de l'ovule (cf. Bocquet,
Bersier, Bocquet et Bersier dans la bibliographie).

4° Pollen. Dans les differentes families etudiees, les grains de

pollen ont toujours ete parfaitement eclaircis. Le microscope a

contraste de phase met bien en evidence 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; eile est toute
indiquee par contre pour l'etude comparative des specimens d'herbier.

grace ä sa rapidite et sa simplicity. II suflit en effet de plonger une
anthere dans le CLP et d'attendre l'eclaircissement complet (voir

"fig. 1 et 2: pollen de Tropaeolum majits, 1500 x).

Fig. 1.

Tropaeolum majus L.
Pollen: 1500 x mise au point equatoriale: structure de la paroi avec sexine

et nexine; 3 colpes avec leurs opercules.

Photographies et dessins.

Le CLP n'est pas un milieu tres favorable ä la Photographie a

cause de sa forte refringence. D'autre part, ä la loupe binoculaire.
la Photographie plane n'est pas ä meme de representer les volumes.
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Au contraste de phase, les objets sont souvent trop epais pour fournir
de bons cliches.

Nous gardons done la Photographie comme temoin et lui preferons
le dessin: la chambre claire est indispensable afin d'eviter les

interpretations subjectives.

Fig. 2.

Tropaeolum majus L.

I'ollen: 1500 x mise au point superficielle: ornements reticules de la sexine
dans la portion centrale nette.

Archives.

Le materiel eclairci se conserve plusieurs annees au CLP, ä l'abri
de la lumiere et en bouteilles fermees. Avant un nouvel examen, il
est necessaire de changer une ä deux fois le liquide, jusqu'a ce que

l'objet soit de nouveau incolore.
Pour de plus longues periodes, nous preferons stocker le materiel

dans le GL. Les tissus reprennent leur consistance normale lorsqu'on
les plonge ä nouveau au CLP pour un examen.

CONCLUSION'S

II n'y a pas de methode miracle. La technique que nous preferons,
l'eclaircissement au CLP, a pour eile sa rapidite, sa simplicite et son

Archives des Sciences. Vol. 13, fasc. 'i, i960. 39
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efTicacite: les manipulations sont reduites au minimum et nous n'avons
eu a deplorer que tres peu d'alterations. Le pouvoir eclaircissant est

bon, meme sur des specimens sees.

Le desavantage essentiel est la difficulty de colorer le materiel.
Ce desavantage est compense par l'emploi du microscope ä contraste
de phase.

Toutefois, les differents auteurs que nous citons ont obtenu de

bons resultats avec d'autres techniques, d'ailleurs assez voisines de

celle au CLP. II est utile d'en etre informe, afin de choisir au debut
de chaque etude celle des methodes qui convient le mieux. De meme,
l'experience a montre que la commodity des eclaircissements ne doit
pas faire negliger les coupes en seric (Bocquet et Bersier 1961): des

cont roles reguliers par cette technique classique s'imposent, sous peine
d'arriver ä des conclusions incompletes.

C'est en somme la nature du materiel et le type de recherche qui
president au choix de la technique. Pour l'etude de la vascularisation
et de l'organogenese comparees, le CLP nous paralt donner des resultats

en general excellents.
Deux ameliorations sont souhaitables:

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

2° etudier la possibility de couper au microtome automatique (et non

plus ä la main) le materiel dejä eclairci: il ne serait plus necessaire

de preparer deux lots de materiel, l'un pour le CLP, l'autre pour
les coupes a la paraffine.
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longement de l'axe. Faut-il dans ce cas les considerer comme reelle-

ment axiles; ou faut-il supposer que le sommet de l'axe est recouvert

par un territoire carpellaire d'origine laterale
La vascularisation de la fleur chez les Caryophyllacees nous a

fait opter pour la seconde de ces interpretations: bien que les ovules

naissent sur l'axe dans cette famille, ils n'en appartiennent pas moins

au territoire carpellaire. Nous avons cherche une confirmation de

cette opinion chez les Tropaeolacees, qui nous ont paru un materiel
favorable ä cause de leurs ovaires semi-apocarpiques, fixes sur un

pivot central.
Nos observations permettent d'afiirmer que, comme chez les

Caryophyllacees, les deux ebauches carpellaire et ovulaire
appartiennent au meme territoire bien qu'elles soient nees separement.
Provisoirement, au debut de la morphogenie, les ovules se trouvent

1 Ce travail sera publie in extenso dans Candollea.
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