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CHAPITRE VI : Coloration.
Généralités.

Il existe de très nombreuses classifications des colorants
et de leurs affinités chimiques, et une énorme bibliographie
à ce sujet (voir bibliographie générale, à la fin de ce
chapitre).

Nous n'avons pas l'intention de proposer une nouvelle
classification, mais de faire une étude critique d'un certain nombre

de colorants connus en histologie végétale.
La méthode de coloration des coupes dépend du but que

l'on se propose L Pour une étude purement histologique2,
comme celle faisant l'objet de ce travail, deux cas peuvent
se présenter :

S'il s'agit de préparations pour le dessin à la chambre
claire, la projection ou la photographie en noir et blanc, il
importe d'avoir des contours cellulaires nets, et toutes les
membranes colorées. On fera une coloration simple progressive

(voir plus loin) qui colorera tous les tissus révélés par
le réactif-test.

Dans ce but, les meilleurs colorants sont :

les hématoxylines et les violets Dahlia, de gentiane, de

méthyle.
Le brun Bismarck, la fuchsine crist. et la safranine, bien

que donnant des contours cellulaires moins nets, peuvent aussi
être utilisés.

L'emploi de ces colorants ne présente aucune difficulté
dans ce cas ; les résultats obtenus sont consignés dans le
tableau I et leur préparation dans la liste des colorants.

Mais s'il s'agit avant tout de différencier certains éléments
de la coupe, on utilisera un ou des colorants spécifiques 3.

1 Pour des objets devant servir à la fois à l'élude des tissus et du contenu
cellulaire, on peut procéder à une coloration en masse (cf. N. Popoff. Bull. Hist,
appi. 13, 1936).

* Etude des membranes seules.
3 Nous n'attribuons pas à ce mot un sens absolu.
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Dans quelques cas, l'emploi d'un seul colorant (coloration

simple) peut suffire à différencier les éléments mis en
évidence par le réactif-test.

la Coloration simple progressive.
Les formules des colorants sont en général indiquées en

solution trop concentrée, qui surcolorent la coupe. On
utilisera donc ici des solutions diluées ou même très diluées ;

et l'action colorante sera augmentée si on opère à chaud.
Le temps du bain variera avec la dilution. La seule difficulté
est d'arrêter à temps la coloration, ce qui exige une surveillance

continuelle des coupes.
Le tableau I donne les résultats obtenus avec un certain

nombre de colorants, parmi les plus usuels.

Ib Coloration simple régressive.
On fait agir cette fois des solutions colorantes concentrées.

produisant une surcoloration, puis on provoque la régression
de la coloration, par des réactifs appropriés. C'est, en
langage technique, la différenciation.

Le tableau I donne la liste des dissolvants ou différen-
ciateurs à employer pour chaque colorant.

Il est à noter que cette méthode donne des résultats moins
bons, moins durables surtout, que la coloration progressive.
Au premier abord, la différenciation des éléments peut
paraître meilleure ; mais après quelques mois, les coupes
subissent une décoloration plus ou moins généralisée. Tout se

passe comme si, malgré les nombreux lavages subséquents,
le différenciateur continuait son action en décolorant peu à

peu toutes les membranes cellulaires.
Après n'importe quelle coloration, simple ou combinée,

la déshydratation par les alcools, en vue du montage au
baume, assure à notre avis la meilleure différenciation et
les colorations les plus stables. L'alcool, tout en enlevant
l'excès de colorant, ne paraît pas continuer son action de

décoloration, et semble être le différenciateur recommanda-
blei.

1 Une question pourrait se poser ici au sujet des colorants dits indicateurs :
les tissus végétaux fixés présentent-ils des différences de pH suffisantes pour
être perceptibles à la coloration Des essais faits avec le tournesol, le mé-
Ihylorange, le rouge neutre, le rouge Congo, le violet cristal n'ont donné, dans
les différents tissus, aucune différence appréciable à l'œil avec certitude. II
semblerait donc qu'en histologie, les tissus fixés ne présentent pas de différences
de pH suffisantes pour permettre l'emploi utile des colorants indicateurs.

Quant à la métachromasie, qui est un virage de certaines matières
colorantes au contact d'éléments particuliers, elle ne semble pas, sauf pour dc
rares cas spéciaux, pouvoir être mise à contribution utilement en histologie
végétale.
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2. Coloration combinée :

C'est un procédé qui consiste à faire agir plusieurs
colorants soit successivement, soit simultanément.

La différenciation des éléments révélés par le réactif-test
est plus nette par la coloration combinée, donc préférable à

celle obtenue par la coloration simple.
Dans la coloration combinée, chaque colorant agit pour

son propre compte, en se fixant sur un tissu donné. Mais
souvent aussi le deuxième colorant agit sur le premier, en
le chassant de certains éléments pour lesquels il a lui-même
plus d'affinité.

Ex. : l'hémalun colore tous les éléments d'une coupe en
violet, mais le vert malachite chassera l'hémalun des éléments
lignifiés, subérifiés et cutinisés, et prendra sa place.

Dans la coloration combinée, la méthode progressive est
aussi préférable.

2a. Les résultats des colorations combinées succès s i -
ve s soni consignés dans le tableau IL Seuls les résultats
durables et réussissant dans la majorité des cas y sont
indiqués. Certains essais n'ont pas résisté à l'épreuve du temps.
D'autre part, de nombreuses méthodes, souvent citées dans
la bibliographie nous ont donné des colorations pâles et,
surtout, des contrastes insuffisants, malgré de nombreux essais

avec des concentrations variées du colorant, une prolongation
du bain, ou une différenciation prolongée. Ces résultats
négatifs sont consignés sous le titre : insuccès. Toutes les
méthodes citées par Langeron ont été passées en revue, sauf
celle du rouge de ruthénium, colorant actuellement introuvable,

el de prix inabordable pour la pratique courante.

2b. Nous avons tenté l'application de colorations combinées

simultanées, c'est-à-dire des mélanges de deux ou
plusieurs colorants, signalés par la littérature; nous avons
essayé aussi quelques autres méthodes.

A noter que le violet neutre de Godfrin (Langeron, loc. cit.,
p. 1149) est resté introuvable malgré bien des recherches bibliographiques.

Le résultat des colorations simultanées est rarement bon;
il n'est jamais aussi net que celui obtenu par des colorations
successives. Les colorations simultanées sont données par le
tableau III.

« Dans les colorations simultanées, chaque élément agit généralement
pour son compte, du moins dans les formules rationnelles, car il faut se dé-
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fier de certains liquides donnant automatiquement des colorations triples ou
quadruples, dont le résultat est presque toujours défectueux ou inconstant »

(Langeron, loc. cit., p. 456).
La plupart des mélanges colorants sont d'ailleurs instables el précipitent

après quelque temps. « Les solutions aqueuses des colorants basiques sont
précipitées par de nombreux colorants acides » (cit. art. L. Pelet-Jolivet. Sur
la dissociation des combinaisons de colorants acides aux colorants basiques
par les substances adsorbantes).

Dans la plupart des cas, les mélanges employés en histologie
végétale sont précisément formés d'un colorant acide et d'un colorant

basique. Il se produit sans doute une combinaison chimique entre

les colorants, peut-être une simple neutralisation.
On sait que bien des colorants forment des solutions colloïdales

(par exemple le bleu de méthylène, le rouge Congo, les violets cristal
et de méthyle). Deux colloïdes de signes contraires montrent une
attraction électrostatique, donc les micelles peuvent se neutraliser.
Au moment où les micelles ne sont plus chargées (point isoélectrique),
la solution atteint un maximum d'instabilité, et il y a, dans la
plupart des cas, floculation.

La floculation n'intervient pas seulement lors du mélange de
deux colloïdes de signes contraires. Elle peut aussi être produite par
l'adjonction d'un electrolyte à la solution colorante. Les ions H* et
les ions OH~ sont spécialement actifs. Comme nos colorants sont
souvent en solution acide (vert de méthyle acétique par exemple)
ou en solution alcaline (rouge Congo ammoniacal, et colorants voisins,
dérivés de la benzidine), la présence d'électrolytes peut aussi jouer
un rôle dans l'instabilité des mélanges de ces colorants. Cette instabilité

ne se manifeste pas toujours immédiatement; la solution paraît
stable au début, puis un dépôt se forme au fond, et souvent après
quelques mois, le liquide est complètement décoloré et les colorants
précipités au fond du flacon.

En conclusion, les coloration combinées successives sont,
en histologie végétale, généralement préférables aux colorations
combinées simultanées. Si elles sont rationnellement pratiquées,
elles ne provoquent aucune perte de temps appréciable (voir
note au § suivant : technique).

Technique (coloration en 1, 2 et 3 temps).
Prendre les coupes vidées (NaCIO, puis acide acétique) et lavées,

avec un pinceau ou à plat sur un scalpel ; les introduire dans un
godet-crible. Eviter d'y mettre plus d'une dizaine de coupes. Agiter
le godet dans chaque bain, pour séparer les coupes qui pourraient
s'être collées les unes aux autres. Plonger le godet dans le premier
colorant. (Le temps du bain est indiqué dans les tableaux.)

Laver à l'eau distillée ou à l'eau courante, éventuellement à

l'alcool ordinaire, ou chlorhydrique pour différencier1.

1 Voir différenciateur, tableau I.
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Plonger le godet bien propre dans le 2<r colorant, laver, etc.
3e colorant, laver, etc.
Monter directement à la glycérine gélatinée, ou déshydrater et

monter au baume du Canada (voir chapitre IX, Milieux conservateurs).

L'ordre successif de l'emploi des colorants n'est pas absolu ; on
utilisera avec avantage celui cité par les tableaux, bien qu'une autre
succession soit possible dans la plupart des cas.

Note : Ix's colorants seront conservés avec avantage dans des

poudriers bas à large ouverture, sauf dans les cas où le verre brun
est indispensable à leur bonne conservation. Cette méthode économise
les colorants, cela pour autant que l'opérateur travaille avec une
parfaite propreté, et n'introduit aucun réactif étranger dans les
poudriers.
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CHAPITRE VII : Les constituants de la membrane epllulaire
et leurs affinités chimiques.

Généralités : Avant de parler de la membrane d'un point
de vue chimique, et physico-chimique, il est intéressant de
voir d'où elle vient, et dans quel état elle se trouve du point
de vue biologique.

Quelle est Y orìgine de la membrane^
Différentes hypothèses se trouvent en présence. Certains auteurs

pensent que la membrane cellulaire se forme aux dépens du
protoplasme seul ; d'autres prétendent que l'élaboration de la membrane
par le protoplasme est soumise à une action du noyau cellulaire;
d'autres enfin ne veulent voir dans la formation d'une membrane
qu'un simple phénomène de polymérisation des glucides.

Autre question: la membrane est-elle vivantes

D'après Raoul Combes, «La substance végétale ne se laisse pas diviser en
matière vivante et cn matière non vivante; elle comprend des parties qui, en
quelque sorte, vivent activement et d'autres qui nous paraissent vivre plus
faiblement» (cit. R. Combes, La vie de la cellule végétale, III).

Il semble bien que nous ayons affaire à des membranes cellulaires
vivant d'une vie ralentie dans la plupart des cas ; font exception les
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