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106 MARIE-MADELEINE KRAFT

lieu, dans les tlissus perméables (tiges aquatiques par exemple)
d’éliminer la paraffine avant de commencer le traitement usuel. (Pour
cela, chauffer la coupe jusqu’a fusion de la paraffine, passer dans
2 bains de xylol, dans 2 bains d’alcool, puis dans l'eau.)

Pour les coupes faites 4 la main, le rasoir doit altaquer l'objet
par la surface et non par la tranche. :

Pour les coupes au microtome, le rasoir gagne a étre plat sur
une face. On peut alors l'appliquer sur la surface du microtlome,
et I'épaisseur des coupes est réglée par la vis micrométrique.

Les lambeaux d’épiderme s’enlévent au scalpel et a la pince.

Les coupes longitudinales et radiales doivent étre bien paralléles
a l'axe de l'objet et les coupes transversales absolument perpendi-

B

culaires a cel axe.

Les coupes sont tout d’abord placées dans un récipient large,
contenant de l'eau distillée et quelques gouttes d’alcool; leur mani-
pulation se fera avec un pinceau fin, en évitant le plus possible 'em-
ploi de pinces.

On trie les meilleures coupes a la loupe, ou mieux au microscope,
en les sériant sur une lame. Cette vérification peut étre faite plus
tard, aprés le traitement, ce qui a l'avantage d’éliminer aussi les
coupes qui ont été endommagées en cours d’opération.

Bibliographie :

M. LANGERON, loc. cit., p. 1143.

0. Tunmany, Pflanzenmwikrochemie, Berlin, 1913, et 2¢ éd. revuce
p. L. RoOSENTHALER, Berlin, 1931.

CHAPITRE IV : Réactif-test.

Recherche d'un réactif-test : Pour le traitement et la co-
loration, la détermination des techniques convenant a chaque
cas particulier est restée bien empirique.

Dés le début de nos recherches, nous avons espéré trouver
une méthode qui permettrait, par quelques réactions rapides,
de déceler le contenu cellulaire, et la qualité des principaux
tissus d'une coupe. Une telle méthode déterminerait le trai-
temenlt préalable et les colorants a utiliser.

Aprés bien des essais de divers colorants et réactifs preé-
tendus spécifiques, dont l'emploi exige beaucoup de temps,
et de nombreuses coupes, nous avons retrouvé, dans le
« Bulletin de la Société Botanique de France », un réactif-
test, précomsé en 1934 par E. STEINMETZ ! :

1 Cit. EmiLE Pierge StEINMETZ, chef de travaux Faculté Pharmacie de Nancy,
Bull. Soc. Bot. France, séance du 13 avril 1934, p. 296.
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« Réactif pratique pour l'analyse des coupes végétales.

Formule : Hydrate de chloral A5 gr
Alun de fer ammoniacal 4 gr
Sulfate d'aniline 1gr
Iode 0,4 gr
Rouge Soudan 11l 0,1 gr
Alcool a 96¢ 40 cc
Eau distillée 25 cc
Glycérine pure 30 cc

Mode de préparation :

Il est indispensable de suivre striclement le mode de préparation suivant,
afin d'éviter la précipitation da réaclif sous forme de pelites aiguilles rouges.

Meltre le chloral, I'alun de fer et 40 cc d’eau distillée dans un ballon.
Chauffer a ¢bullition pendant quelques minutes. Filtrer sur coton. Dissoudre
d'une part I'iode dans I'alcool, d’autre part le sulfate d’aniline dans 15 cc
d’eau distillée (2 chaud). Mélanger ces trois solutions froides, puis ajouter la
glycérine et enfin le rouge Soudan. Mélanger convenablement et laisser en
contact pendant 24 heures en agitant de temps en temps. Filtrer et conserver
dans un flacon brun bien bouché.

Le réactif, préparé de cette fagon, se conserve pendant tres longtemps.

Mode d’emploi :

Faire des coupes trés minces, et les faire tomber dircctement, sans trai-
tement préalable dans quelques gouttes de réaclif placées sur une lame de
verre. Aprés un conlact d'une demi minute, recouvrir d'unc lamelle de verre.
La préparation est préte a I'observation microscopique. »

Si le contenu cellulaire, qui concerne la microchimie de
la cellule (alcaloides, amidon, latex, matiéres grasses, tanins)
n’intervient pas directement en histologie, il est utile a con-
naitre pour déterminer le traitement le plus rationnel a em-
ployer pour vider la coupe, et obtenir une vue nette des tissus.

Ainsi, malgré les lacunes de nos connaissances actuelles
dans la chimie des composants végétaux (lignine, subérine,
cutine), nous pouvons déterminer, par une méthode simple
el rapide,le traitement et les colorations appropriés a la coupe
qui nous intéresse.

Le tableau de la page suivante donne les réactions du
réactif de Steinmetz et les directives qu'on en peut tirer.

Les constituants des parois cellulaires ainsi déterminés (cel-
lulose, cutine, lignine, subérine, etc) nous pourrons choisir
une méthode de coloration appropriée aux tissus trouvés, pour
les mettre en évidence. Si les indications du réactif-test se
révélent insuffisantes, on pourra recourir a des réactifs mi-
crochimiques spéciaux.

N. B. — Les préparations obtenues par le réactif-test ne sont
pas permanenles, et ne peuvent étre déshydratées. Des essais de
montage a la glycérine gélatinée n’ont pas donné de bons résultats.

MEMOIRES SC. NAT. 48. 8
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Pour conserver ces préparations pendant quelques semaines, voici
la méthode que nous avons employée avec succeés: la coupe est
placée dans quelques gouttes de réactif pendant 5 minutes environ;
aprés cc temps, on substilue au réactif de la glycérine pure en éta-
blissant un courant sous la lamelle au moyen d'une bande de papier
filtre. La coupe ainsi débarrassée de l'excés de réactif, on borde
avec de la paraffine la lamelle sur 3 cotés, le 4c¢ restant libre, pour
permetire d’ajouter une goutte de glycérine.

Bibliographie : _

A. BorLrLEs LEee et F. HexxEGgUY, Anatomie microscopique, 1896.

A. BoxnNIER et LECLERC DU SaBLON, Morphologie végétale (traité).

R. CoMBEs, La vie de la cellule végétale, tome III: L’envcloppe
de la matiére vivante, Paris, 1937.

I'. Czarek, Biochemie der Pflanzen, Band I, Iena, 1913.

E. STRASBURGER, Anatomie végétale, Paris, 1886, et Botan. Prak-
tikum, Iena, 1913.

C. vaNn WisserLiNgH, Die Zellmembran, Handbuch der Pflanzen-
anatomie, K. Linsbauer, 1925.

CHAPITRE V: Traitement préalable des coupes.

Il consiste a vider les coupes, a les « éclaircir », et a ré-
duire les tissus a leur squelette. Pour cela on utilisera un
bain de NaClO ou de KCIO, ou, ce qui est moins favorable,
d’extrait de Javel (Lanceron, loc.cit., p.1147) additionné
de 5 a 10 gouttes de KOH concentré.

Les coupes sont traitées a froid pendant quelques minutes (10 a
15 en général), La durée du traitement peut varier de 5 a 30 minutes
suivant la quantité de matiéres de réserve prouvées par le réactif-
lest.

Si les coupes résistent, il faut tiédir le bain pour favoriser l'hy-
drolyse des substances de réserve par l'alcali. On évitera cependant
de trop chauffer, car les coupes deviennent cassantes et certains
tissus se détachent au cours des manipulations subséquentes (par
exemple épidermes, écorces, cylindres centraux).

Les amidons et dextrines, 1'aleurone, sont tous hydrolysa-
bles par les alcalis dilués.

Les madcles d’oxalate de calcium (oursins) devront éire
observées sur des coupes non traitées (par ex. dans les tiges
d’Aristolochia Sipho) car NaClO attaque superficiellement ces
cristaux en émoussant les pointes, et en arrondit les arétes
sutvan! la réaction :

(COO0), Ca + NaClO —> CaO 4 NaCl + 2 CO, "

macle amorphe



	Réactif-test

