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Pratique de la microscopie

par Jean ACHAPELLE ()

Ce texte constitue une synthese de I'exposé pékratde la séance de travalil
du Cercle de Mycologie de Bruxelles le 18 noven60. Cette conférence était
illustrée par une présentation du matériel et apamnée d’exercices pratiques.

Nous remercions Marcel HcomMmTE d'avoir bien voulu faire une lecture
attentive de notre texte et d'avoir suggeére decjedses additions.

|. - CONDITIONS GENERALES

La microscopie est un exercice difficile qui demaude la concentration et qui
sollicite beaucoup les yeux.

- concentration : avoir l'esprit disponible, done mpas étre dérangé par
I'environnement ; étre confortablement installégales accessoires et outils bien
rangés autour de soi.

- confort des yeux : installation & bonne hautewurpes yeux ; important : situation
plutbt peu éclairée, la lumiére venant de l'arriégelairage du plan de travail éteint
lors de l'observation.

Recommandation : étre tres méthodique et tres aglphexpérience aidant, on peut
parfois se permettre quelques libertés avec ldegegnérales ; s’obliger a travailler
avec méthode et avec soin (acquérir des habitddegéflexes).

ll. - MATERIEL
Pour pratiquer la microscopie dans de bonnes conddns il faut :

* une lampe de bureau avec loupe.
* un stéréoscope, de préférence éclairé par un riateir.
* uUN microscope.

Tant la loupe stéréoscopique que le microscopeedb étre installés sur une
surface tres stable, toute vibration perturbantd&wviment I'observation (a cet



égard, on peut méme envisager de fixer les apppreil faut aussi penser a
ventiler suffisamment I'ampoule et le systeme élpae (transformateur, etc.) se
trouvant éventuellement dans la base du microscope.

e du petit matériel : aiguilles emmanchées et aigsiillancéolées, des lames de
rasoir mécanique (suffisamment rigides, bien a@gs$, une pince a pointes fines
(brucelles).

» des lames calibrées : lames porte-objet aux dirmeasitandard de 3 x 1 inches =
environ 76 x 26 mm, d'épaisseur 0,8 a 1 mm et lacms/re-objet aux
dimensions de 1,8 x 1,8 ou 2 x 2 cm (des dimenspus petites génent la
manipulation, des dimensions plus grandes intreddisine difficulté dans la
préparation, sauf s'’il s’agit de préparer un feotte spores) ; notez également que
les lames couvre-objet rondes sont utilisées pEiptéparations définitives !

e du papier essuie-tout (certains ont adopté le papiette !) pour éponger
I'excédent de milieu d'observation, de colorart, pun vieil essuie-mains pour
se débarrasser de toutes les saletés indésiraldsseuilles de papier (Y2 et ¥ de
feuilles de format A4) pour y déposer les champmgn@ observer ou les
préparations en cours, afin de ne pas salir laserde travail et le stéréoscope.

[Il. - REVELER L’INFINIMENT PETIT AVEC UNE OPTIQUE
ET UN ECLAIRAGE APPROPRIES

» Principe : dans les taches journaliéres et dangelaourante, on jongle avec des
longueurs qui se mesurent en kilometres, en metrea I'occasion de travaux
précis, en centimeétres et en millimetres. Ici, @anopérer avec des micrometres
(= microns). Le micron (um) est la millieme partiea mm. Beaucoup d'hyphes
ont un diamétre moyen de 2 um ; les petites spamesin diamétre de moins de
5um ; il faut donc mettre cote a céte 500 hyphasr pccuper un mm ! Ceci
donne - sans jeu de mot - la mesure de ce queldorande a son microscope et
du soin qu'il faut apporter a l'observation !

» Pour y arriver, on dispose a la fois d'une optigtassissante et d'une source de
lumiere.

» Oculaires (2 sur les microscopes modernes) et wisjd8 a 5) constituent les
éléments essentiels de I'optique. Sont indispeesahblin objectif faible (10 x)
pour repérer les éléments de la préparation et dbjectifs d'observation : l'un a
sec (40 x), lI'autre a immersion (100 x).

* Un ensemble de moyens qui générent la lumiére ebm&entrent : une source
lumineuse incorporée, un diaphragme de champ, nderseur (ou condensateur)
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et un diaphragme d'ouverture (ouverture dite "nigmét’). Un systeme de mise
au point : une avance rapide et une avance lente.

On peut affirmer - et il faut bien s'en pénétrguune bonne observation résulte
pour moitié de l'optique et pour moitié du bon emngle I'éclairage.

Rappel : lors des observations, la lumiere ambidateétre éteinte a la fois pour
ne pas fatiguer la vue et ne pas laisser entres ¢t appareils une lumiére
parasite.

Emploi du diaphragme de champ : pleine ouvertuner pobjectif 10 et 40 x,
ouverture réduite pour le 100 x.

Emploi du diaphragme d'ouverture : pleine ouvertpoar le maximum de
résolution, donc de détails, ouverture + ferméer mcroitre le contraste et la
profondeur de champ mais cela aux dépens de lut@so

Donc, la procédure permettant une bonne observatibnune bonne préparation
(on va y revenir en détail), repérer les élémentdserver avec I'objectif faible,
observer avec l'objectif fort a sec ou a immersbiti régler tres soigneusement
I'intensité de I'éclairage, la résolution, le caste et la profondeur de champ.

V. - COMMENT REALISER UNE BONNE PREPARATION

Nous allons revenir sur chacune des étapes d'unerbwe préparation : d'abord
énoncons-les :

Milieu d'observation : I'eau, soit seule, soit eélange avec des substances qui
colorent, qui dissocient ou qui provoquent unetréacsignificative ; selon le cas
et le but recherché, on peut remplacer I'eau pamtioniaque ou des substances
qui tendent a éclaircir, ou dautres qui, moins atitds, permettent une
observation plus longue voire une conservationedartaine durée ; a I'eau, on
peut aussi ajouter des substances particulierefagilitent la pénétration, tel un
mouillant.

Pour des raisons qui relévent de la physique,dpagration doit étre aussi mince
que possible (elle doit tendre vers la transpareqoe est une exigence du
microscope photonique...) et le milieu, aussi pewndbat que possible.

Méthode de prélevement : elle est un peu différesdon la partie du
champignon a observer.

L'eau en tant qu'auxiliaire principal du préparatelieau est un nettoyant, un
éclaircissant et surtout un moyen de transport @iEaéléments de la préparation.
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e L'outil de découpe : la lame de rasoir mécaniqueetficace, pratique et bon
marché.

V. - LA PRATIQUE

|l s'agit de la préparation et de l'observation dbEérentes parties du
champignon, étant entendu que nous n'observerongué des champignons
agaricoides. On peut aisément extrapoler versrdsatamilles.

e Observation de I'hyménium (aréte, faces, trame,espo des revétements
(chapeau et stipe), des hyphes.

» Principe : il faut avoir pour objectif théoriquasdler un élément, a savoir une
cystide, une baside, etc. Il est évident qu'onaniwe quasi jamais, et il n'y a pas
de mal a cela. Mais du moins faut-il penser ailketde I'élément a observer : sur
un mm d'épaisseur, vous trouverez cOte a cOte anwine de basides ou de
cystides et peut-étre 100 a 200 spores. |l faut @moir pour objectif de prélever
extrémement peu de matiére. On n'y arrive qu'entayg&ours au stéréoscope (a
défaut a une forte loupe !).

Pratique du stéréoscope (loupe binoculaire)

La loupe binoculaire doit permettre, sous un gesesnent de l'ordre de 10 a
50 x, de procéder a ces minuscules prélevememtsidas recommandons la regle
pratique suivante : nous avons tous dans l'ceitlideance qui sépare deux traits
écartés d'un mm. Il faut donc réaliser sous leeesfrope des coupes qui, a I'ceil, ont
I'air d'étre d'un mm mais étant grossies 10 fam,em réalité 100 um d'épaisseur.
Donc, par extrapolation, sous un grossissemenOde & coupe qui, a I'ceil, a l'air
d'étre épaisse d'un mm est en realité épaisse qer2(Cette coupe-ci peut étre
considérée comme fine, elle pourrait comporter ddes ou cystides cOte a cote ou
quelques spores seulement.

En pratique, le mm que nous appellerons "mm-oliigaeut étre découpé
sous un grossissement de 10 a 20 x pour plusigpes tde prélevements ; on ne
passera a un grossissement de 50 x qui exige gnbte éclairage (utilité de
I'ilfluminateur !) et une certaine adresse, que pdes coupes trés fines dans les
revétements cuticulaires ou la trame des lames.

Sous le stéréoscope,

e On examine un premier prélévement : on choisit lame de I'hyménophore
intacte, une partie du chapeau propre et non ropgéene limace, etc.
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* on dépose alors une lame porte-objet sous le stEwpe. A proximité d’'un coin
de la lame de verre, on laisse tomber une gowdtid'si le prélevement est intact
mais sale, on I'y débarrasse des grains de sahidres souillures.

» a l'aide de I'index gauche, on immobilise le fraginet on y pratique les coupes :
si la lamelle est réticente, on peut la faire adhérla lame en l'imprégnant d'un
peu d'eau par une dérivation de la goutte d'easl gdupes sont alors transportées
- si nécessaire, par voie d'eau - dans une gotdt du on sélectionnera les
coupes convenables.

» dans la partie centrale de la lame, on dépose outegdu milieu d'observation ;
on y amene - toujours par voie d'eau - les coupebs&rver ; il est souvent
préférable d'amener ces coupes non pas directetaast le milieu mais tout a
coté, dans une petite dérivation, ou on trie oufieeune derniere fois et ou
surtout on dispose d'une maniere ordonnée les diggkments a observer
(généralement un bout de cuticule en haut, une ardtoite, les faces de lamelles
en bas, selon un modus operandi personnel...). Eafia¢c les brucelles, on
dépose la lame couvre-objet de biais en ayant d®ine pas provoquer trop de
bulles ; on est alors prét a passer la lame somsck®scope.

 Petits trucs pour éviter les bulles : a l'aide biegelles, un c6té de la face de la
lame qui sera en contact avec le milieu y est téesyy une largeur de 2 mm puis
la lame est déposée lentement de biais : ceci amorctalement en continu du
milieu ; on élimine les éventuelles bulles par tepment ou pression de l'aiguille
emmanchee.

* si un excédent de liquide a débordé du couvre-obgionger avec le papier
prévu a cet effet, afin d’éviter toute pollution lddentille de I'objectif.

* si on veut placer sur la lame porte-objet plusiéléments a observer sans risquer
de les confondre, on peut éventuellement disp@sé&nhe couvre-objet avec les
angles pointés versle N, le S, I'E et I'O.

* I'usage du carnet de notes nous parait impéragifigmais faire confiance a la
mémoire...).

Pratiqgue du microscope

* repérer les éléments a observea l'aide de l'objectif 10 x et noter a l'aide du
vernier leurs coordonnées X et Y. Un elément traside dans un milieu clair est
guasiment invisible et demande donc une coloratiBn. revanche, cette
coloration peut étre inutile lorsque I'élément est naturedlemcoloré. Pour
repérer un élément, on descendclendenseur et on ouvre lediaphragme
d'ouverture de maniéere a bien éclairer la préparation paage:ton recherche cet
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élément visuellement, puis on referme alors le ltiagpme sur lui tout en
manipulant les axes X et Y de la platine pour lmWemer sa position et I'amener
dans l'axe de l'objectif.

» observer ensuitelabjectif a secde 40 x.
» si nécessaire observer a I'objectif a immersion.
» Pourquoi observer @bjectif a immersion ?

Principe : la lumiére qui sort du condenseur ti@iverser une couche d'air, une
lame porte-objet, le milieu dans lequel baignerippration et une lame couvre-
objet. Ce parcours entraine des distorsions omiques l'immersion élimine
largement, car I'huile possede un indice de réifvachettement supérieur a l'air.
En outre, lI'objectif & immersion a un pouvoir dealation plus grand (cela
s'exprime par le nombre porté sur 'objectif : Oggfur I'objectif 10 x, 0,65 pour
I'objectif 40 x et 1,2 a 1,3 pour l'objectif & imrsi®n de 100 x). Pour des raisons
que la physique explique, la plus petite distanoeépaisseur que l'on peut
observer est celle qui sépare deux points écaléwirtbn0,25 um: ceci est la
limite absolue de la microscopie optique. La physicet les possibilités des
optigues prouvent également que l'on n'a pas int@&érechercher des
grossissements de plus H@00 a 120Gois. Les performances des oculaires et des
objectifs sont telles que la meilleure maniereriVar a ce grossissement de 1000
consiste a employer des oculaires de 10 x et wettb@le 100 x. Des oculaires 15
ou 20 x peuvent parfois apporter un certain contbobservation (pour de
minuscules détails ou pour des mesures) mais oessent pas I'observation : ils
ne font pas découvrir des détails qui passeraimmpercus ; en revanche, ils
réduisent le diamétre du champ observe, la proiande champ, et augmentent
nettement I'impression de flou.

* Pour bénéficier de tout lpouvoir de résolution des obijectifs, il faut ouvrir
completement le diaphragme d'ouverture : on vaitsaln maximum de détails
mais, en revanche, lI'abondance de lumiére faitngp&rcoit mal le contour des
cellules observées (elles sont écrasées par la&ilamabmme en photographie le
soleil de midi écrase le sujet en été). Donc sauhaite voir les détails, on ouvre
ce diaphragme. Ceci étant fait, on peut alors sterheompléter I'observation en
recherchant la forme et les contours exacts uil #ors diaphragmer, c'est-a-dire
fermer insensiblement ce diaphragme jusqu'a unt gpinapporte lecontraste
recherché.

» La profondeur de champ est extrémement réduite en microscopie : elle est
particulierement réduite au plus fort grossisseraéatit comme en photographie
quand on s'approche du sujet. Pour observer coempégit une spore de russule
(qui a en moyenne 6 a 8 um de diametre), on péatlea qu'il faut prés de 20
coupes optiques, soit 20 observations a des prefoadsuccessives dans la
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préparation, a l'aide du mouvement lent de la rais@oint. Donc, pour "faire le
tour" d'un élément, on en est souvent réduit & manee dans un sens puis dans
I'autre avec cenouvement lentqui fait pénétrer plus avant ou revenir en arriere
d'un certain plan - on peut d'ailleurs bénéficiasiade la mémoire rétinienne de
I'ceil qui relie en quelque sorte les coupes subeEspour former une image en 3
dimensions.

Colorations et milieux particuliers

Une cellule claire dans un milieu clair n'est pasible : on peut souvent
arriver a déceler une telle cellule en diaphragnassez fort mais, comme déja
expliqué, c'est au prix d'une perte de résolution.

Le remeéde est urmloration qui fait ressortir les parois, les formes, etd.\5'
a de nombreux colorants, il n'en demeure pas nupies|'on reste dans quelques
couleurs telles :

* le jaune = brun dd a la présence d'iode (Lugol @lzkf).
* le rouge (ou ses nuances) di a la présence du Goago.

 le bleu ou le violet, couleurs que communiquensiglurs colorants.

Les colorants agissent soit en colorantdatenu des cellulegc'est le cas de
I'éosine) ou en colorames parois(boucles, hyphes, cystides, basides, etc.) (Eest
cas du rouge Congo). Les colorants n'en sont plasnent s'ils provoguent une
réaction colorée : c'est le cas de l'iode qui moifornementation sporale des
lactaires et des russules parce qu'elle est angyjaid peut ici parler deactifs.

Les milieux particuliers utiles aux observationsitsootamment ceux qui
tendent aegonfler, donc faisant en sorte que les cellules soiertt flrgides ; c'est
le cas de 'ammoniaque, de la potasse ou de la&sdudactophénol, de I'hydrate de
chloral, qui tendent a attendrir et donc aidedisaocier: c'est le cas des regonflants
qui, en fait, jouent un double réle.

On regonfle lorsque les cellules sont collapséesinae fanées, desséchées :
on essaie alors de leur restituer I'aspect qu'allagent étant fraiches.

On attendrit pour mieux dissocier lorsque la striretest ferme voire dure en
raison de la nature ou de l'agencement des cell@esl'occurrence il s'agit
généralement des hyphes qui sont a ce point seq#éeBes ne se laissent pas
aisément séparer. L'avantage de ceatigsociation chimique c'est que bien
conduite, elle ne modifie pas le rapport des élésmemtre eux. A linverse, la
dissociation mécanique le "squash" par percussion, translation, écrasgme
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tendent a mélanger les éléments et parfois cela pendre la préparation
difficilement interprétable.

VI. - ENTRETIEN ET NETTOYAGE

Les poussieres sont indésirables dans le microseioleestéréoscope : lorsque
la séance de microscopie est terminée prendredsicouvrir les appareils d'une
housse.

L'immersion de l'objectif 100 x laisse des tracdwuite qu'il faut éliminer
apres chaque usage, s'il s'agit d'huile naturedldré par exemple), soit de temps en
temps selon l'usage qui a été fait du microscopes'agit d'huile synthétique ; si
celle-ci ne se corrompt pas, il vaut néanmoins rii&liminer car il arrive qu'une
observation un peu floue soit due a une accumulatiouile. On essuie I'objectif a
I'aide d'un linge doux non pelucheux puis, a l'aldda pulpe de l'index (a condition
qu'il soit propre !), mouillée de salive, on paraweh le nettoyage.

Les lames couvre-objet et porte-objet sont sal@®sausage. Il existe de
nombreuses solutions pour les nettoyer. Nous ernvoés une trés simple.

Aprés usage, séparer lames couvre-objet et lamés-plojet et les conserver
dans des récipients différents dans l'attente dioyage (ne pas heurter les lames
porte-objet entre elles car elles risquent de g2gr Un premier traitement consiste
a déposer dans les récipients de I'eau additiotin@epeu de détergent de vaisselle.
Les graisses et autres produits sont ainsi disdaarsqu'on est disposé a faire le
nettoyage final, on dépose les lames préalablemctes (porte-objet et couvre-
objet séparés) dans un récipient allant au fouicaorondes et I'on couvre les lames
d'eau additionnée d'un peu de détergent : on ahdufd 2 minutes. On répeéte
I'opération dans de l'eau, apres avoir une nouvelk bien rincé les lames. De
temps a autre, on peut remplacer le détergent paracbonate de soude (ancien
produit bon marché, utilisé comme dégraissant pargrands-meres ; s'en procurer
dans une droguerie). On seche les lames porte-@lzgetun vieil essuie-mains ou un
linge non pelucheux. Les lames couvre-objet doiétra sechées dans un linge fin
et non pelucheux (vieux mouchoir par exemple) srplacant délicatement entre le
pouce et l'index de maniere a ne pas les brises ;ldmes qui ont été un peu
détériorées lors de la préparation microscopiqueestt se brisent a cette occasion :
faire attention a ne pas se couper ! Pour ces yagigs, n'utiliser que de petites
guantités de détergent (souvent concentré) etrretb@ndamment avant séchage : a
défaut, il y a un risque de formation de bullessdias préparations.
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