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Une nouvelle méthode d’isolement

de la nervation des feuilles d’arbres "
PAR J. A. MOUTON

Laboratoire de Phanérogamie, Muséum national d’Histoire naturelle,
16 rue Buffon, Paris 5°

Résumé. — Description d’une méthode originale pour isoler les nervations des
feuilles des plantes ligneuses tropicales. Sont nécessaires : un autoclave, une
solution de potasse &4 5 ou 10 % ou une solution d’oxalate d’ammonium 4 20 g/I.
Les nervures dégagées sont colorées au violet Orasol 3 B et peuvent étre repro-
duites grandeur nature par un procédé photographique contact sur négatif
« Kodalith ». Les détails d’application sont mentionnés dans le texte.

Summary. — This wet method is particularly suitable for isolate nervations
of leaves with papery or parchment-like texture. — 1. Put leaves in KOH mixture
according to texture of lamina and set in autoclave (firm : KOH 5 %, 1 h, 1 kg ;
coriaceous : 10 %, 1 h, 2 kg). — 2. Brush slowly the lamina under water with a
shaving-brush on the lower and upper surfaces and sweep away mesophyll and
epidermis, Take off the epidermis is possible with grips. — 3-4. Bleach nervation
with water — diluted « eau de Javel » (50 %) and wash with acetic acid — water
(1 %) during 5 min. — 5. Color with deep colouring : violet orasol 3B mixture
1 % (CiBa, Saint-Founs, Fr.) in ethylic alcohol-xylene (1 p. 1 p.) during 5 min, —
6. Dry on nylon-cloth for avoid sticking. — 7. Contact technique is used for
photograph : ¢ Kodalith » negativ-film and ¢ Kodaline » photographic paper are
necessary. Helping-hands are cited in text.

*
& &

La methode d’éclaircissage & la potasse (Foster 1952, 1953, 1955)
suivie de coloration & la safranine a permis de metire en évidence
la valeur taxonomique de la nervation. Il y eut de nombreuses appli-
cations de cetfe technique, enire autres Lems 1963 et Gauprr 1964, et
des variantes d'emploi de la méthode, notamment au Brésil : HaNDRO
1964, 1967, 1970, Ficueirepo 1971. La méthode est idéale pour les
feuilles jeunes de texture herbacée. Pour les textures papyracée, par-
cheminée ou coriace, un épiderme épais et parfois la présence de
sclérites conservent un fond de teint dii au colorant; c’est pourquoi
on ne peut avoir une reproduction photographique parfaite, en gran-
deur nature, de la nervation dans son ensemble. En effet, les détails
de la nervation et le fond de teint empétent trés rapidement le cliché.
C’est pourquoi nous avons mis au point une méthode éliminant toutes
les parties du limbe (parenchyme, tissu palissadique, sclérites, épi-
dermes) hormis la nervation par actions chimique et mécanique.

* Séance du ler décembre 1972.
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MATERIELS ET PRODUITS NECESSAIRES

Matériel.
Feuilles fraiches ou séchées, indifféremment.
Un bécher de un ou deux litres et un couvercle.
Un autoclave fonctionnant sous un ou deux kilogs de pression.
Une cuvette & fond piat.
Un blaireau.
Une pince 4 bout rond.
Une toile moustiquaire en nylon (Textiglass).

Prodauits.

Potasse commerciale en granulés,

ou Oxalate d’ammonium cristallisé.

Eau de Javel.

Acide acétique commercial.

Colorant recommandé : « Violet Orasol 3 B » (CIBA, Saint-Fons,
Rhone).

MODE OPERATOIRE

1°. Meftre les feuilles fraiches ou séches dans un bécher de 1 ou
2 litres rempli d'une solution aqueuse de potasse & 5 ou 10 % selon
la texture du limbe : 5 % pour texture herbacée ou papyracée ; 10 %

pour limbe parcheminé ou coriace.

29, Passer 4 I'antoclave durant 1 heure 4 la pression de 2 kilogs
sauf exception : pour les limbes herbacés (30 minutes & 1 kg) ou
coriaces (2 h a4 2 kg). Le bécher est recouvert d’une vitre pour évifer
toute projection.

3°. Laisser tomber la pression lentement avant de sortir le bécher
de Tautoclave pour éviter une <ébullition qui détruirait la tfexture
du limbe.

4°. Vider Ie bécher dans une cuvette a fond plat. Remplacer la
solution potassique par de 1'eau. Mettre le limbe la face inférieure
en-dessus, puis décanter de fagon 4 ne conserver qu'une faible pelli-
cule d’eau.

5°, Brosser le limbe doucement et lentement avec un blaireau.
Les particules du limbe se dispersent dans I’eau. En cas d’adhérence
du limbe au réseau nervaire, piquetter avec le blaireau puis bhrosser.
Retourner ensuite la nervation la face supérieure en-dessus et recom-
mencer & brosser pour oter 'épiderme supérieur. La fotalité du limbe
et de I’épiderme doit avoir disparu aprés ces frottements, sinon la
solution potassique n’est pas assez concentrée pour la texture ou bien
le temps passé en autoclave est trop court. On peut également, avant
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brossage, retirer I’épiderme avec une pince et la monter entre lame
et lamelle, mais il faut prendre soin d’en noter lorientation.

6°. Eliminer toutes les particules solides par un courant d’eau
léger. La nervation est alors entiérement mise 4 nu mais trés fragile et
toujours dans P'eau. La durée du nettoyage varie d’une minute
(Diospyros abyssinica, Monodora myristica (Gaertn.) Dunal) a 10
minutes.

7°. Blanchir & l'eau de Javel diluée de moitié durant 15 minutes.
Eliminer Yeau de Javel par un bain d’eau acétique (ac.acétique 1 %)
suivi d’un ringage. Cela facilite la coloration ultérieure et le séchage
é¢galement. Un mauvais lavage entraine une mauvaise coloration.

Remarques : Si la nervation obtenue en 7° est trés fragile, il faut
la sécher avant de passer au stade 8. La manipulation de la nervation
en voie humide se fait en glissant sous elle une toile grillagée ou une
vitre.

8°. Pour améliorer la visibilité de la nervation, il faut la colorer.
La spécificité n’est pas exigée et tous les colorants se sont montrés
trés bons (dont la safranine). Toutefois, nous avons retenu le « Violet
Orasol 3 B » (solubilité 20 g/l dans alcool chaud), fourni gracieusement
pour essai par la firme CiBa (usine de Saint-Fons, Rhone) que nous
remercions vivement, 4 cause de sa stabilité & la lumiére et & Ueau de
Javel, de sa couleur presque noire donnant une bonne reproduction
photographique. Employer le colorant & 1 % dans une solution
d’alcool éthylique-xyléne (1p.-1 p.). Laisser 10 minutes dans le colorant.

9°. Retirer la nervation du bain liquide 4 laide d’'une pince et
la faire reposer, pour séchage, sur une foile moustiquaire en nylon
(Textiglass). La nervation n’adhére pas & ce support alors: qu'elle le
fait sur tout autre : papier, toile, verre.

CHOIX DE LA CONCENTRATION EN POTASSE ET VARIANTES DU PROCEDE

C’est 1a une des difficultés de la méthode. Le choix dépend de la
texture du limbe et peut se résumer en variantes dénommées K 1,
K 5, K 10, K 15 se résumant ainsi

Texture Autoclave

du limbe KOH % Durée pression
K1 herbacée, papyracée 1% 1/2h-1h 1kg
Kb papyracée 5% 1h 1kg
K10 parchemindée 10 % 1h 2%kg
K15 coriace 15 % 2h 2 kg

— K 1 est peu employé car cette texture est rare sous les tro-
piques ;
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Exemples :
Discoglypremna caloneura (Pax) Prain Euphorbiacée
Erythroxylum emarginatum Schum.
et Thonn. Erythroxylacée
Macaranga hurifolia Beille Euphorbiacée
Oncinotis batesii Stapf Apocynacée

On peut également utiliser la solution d’oxalate d’ammonium cris-
tallisé (20 g/I) pour K 1 et K 5. Son action est moins violente et
moins rapide que la potasse mais peut donner de meilleurs résuliats.

— K 5 : Concentration le plus souvent utilisée et valable pour de
nombreux ordres et familles : Malvales, Myrtales, Rutales, Urticales,
Clusiacées, Euphorbiacées, Moracées.

Nous avons eu d’excellents résultats avec les espéces suivantes

Celtis australis L. Ulmacée

Crudia senegalensis Planch. ex Benth. Légumineuse

Diospyros abyssinica (Hiern.) White Ebénacée

Drypetes ivorensis Hutch. et Dalz. Euphorbiacée

Ficus leprieuri Miq. Moracée

Isolona campanulata Engl. et Diels Annonacée

Popualus tremula L. Salicacée

Rhaphiostylis preussii Engl. Icacinacée

Strychnos aculeata Solered. Loganiacée

Symphonia globulifera L. Clusiacée

— K 10 : Moins utilisé que K.5 mais cependant courant sous les
tropiques : SR

Artocarpus integrifolia L. Moracée

Blighia sapida Konig Sapindacée

Citrus bigaradia Loisel. Rutacée

Ouratea glaberrima (P. Beauv.) Engl. ex

Gilg. Ochnacée
Pachyra insignis (Sw.) Savign. Bombacacée
Xylopia villosa Chipp Annonacée

— K 15 : Employé exceptionnellement car il y a trés peu de
feuilles trés coriaces. Nous atteignons ici la limite d’utilisation de
la méthode. Valable pour :

Triphyophyllum peltafum (Hutch. et Dalz.) A. Shaw Dioncophylla-
cée.

Pravcug 1. (X 1).

1 : Drypetes ivorensis Hutch. et Dalz., Euphorbiacée.
2 : Isolona campanulata Engl. et Diels, Annonacée.
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ReproODUCTION PHOTOGRAPHIQUE

La reproduction des nervations peut se faire par deux procédés
photographiques :
— papier inversible Kodak 43,
— tirage sur papier par contact.

Papier inversible.

Nous avons disposé le papier inversible derriére Ia nervation isolée
dans un cadre contre un mur. Une lampe ordinaire de 100 w disposée
4 2 métres et un temps d’expusition trés strict (90 sec.). A 60 sec.
le papier éfait sous-exposé et & 120 sec.sur-exposé. L’emploi d’un
filire jaune améliore nettement le < fini » de la nervation ultime et
augmente la marge d’exposition.

Tirage — pupier.

Deux problémes sont 4 résoudre : d’abord le « flou » dii & 'ombre
portée des nervures sur le négatif dans le cas d’'un procédé contact,
ensuite '« empatement » lors du tirage sur papier.

Nous avons résolu le premier de la maniére suivante. Sous un
agrandisseur ouvert au maximum et 2 lampes flood placées a 45°,
nous avons empilé successivement : du papier filtre (ou buvard) for-
mant une couche souple, le négatif (¢« Kodalith », super ortho normal),
la nervation isolée (face inférieure en dessus) et un verre épais par
dessus. Ainsi nervures primaires plus épaisses et nervures ou nervilles
plus petites sont appliquées contre la surface sensible en évitant toute
ombre portée. Le temps d’exposition était de 6 secondes pour un
éclairage de 500 watts. Pour le tirage papier, les lampes flood étaient
supprimées et I’éclairage de l'agrandisseur seul maintenu. Le négatif
Kodalith rempla¢ait la nervation et le papier photographique contraste
(Kodaline) posé sur les buvards. Le temps d'exposition était lui aussi
trés strict pour éviter I'empéitement du papier. Ce temps varie avec
la densité de la nervation : ce peut étre un procédé valable pour
estimer rapidement la densité. Ce second procédé nous a donné toute
satisfaction. Nous donnons deux planches de reproduction.

CONSERVATION

Les nervations obtenues se conservent fort bien & sec et ne sont
pas fragiles si elles ne sont pas manipulées trés souvent. En cas de

Prancue 2. (X 1).
1 : Crudia senegalensis Planch, ex Benth., Caesalpiniée.
2 : Rhaphiostylis preussii Engl., Icacinacée,
3 : Symphonia globulifera Linn., Clusiacée.
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manipulation, nous les avons protégées en les placant en sandwich
entre deux feuilles de plastique encollé et soudé & chaud sous faible
pression. Le film plastique encollé (Film Morane mat 50/1000 d’épais-
seur) et la presse a plastifier de bureau <« type APX » ont été fournis
par « Réalisations techniques et plastiques », 35 avenue Simon Bolivar,
Paris 19.

(CONCLUSION

Ce procédé simple est particuliérement utile pour étudier les
nervations des arbres tropicaux. 11 résoud également le probléme de
leur reproduction photographique, sans solution jusqu’ici. II ne
demande qu'un matériel réduit, facilement utilisable méme sous les
tropiques. Les applications de cette technique sont nombreuses
identification des espéces d’aprés la morphologie nervaire (MouToN
1963), particuliérement utile pour les forestiers, les botanistes tropi-
caux et les paléobotanistes (MerLviLLe 1971, Worre 1972). En physio-
logie, la mensuration de la densité nervaire en est simplifié par
montage du négatif ou de la nervure en diapositive, un agrandisse-
ment est obtenu sur lequel on mesure au curvimeétre la longueur totale
des mnervures au centimétre carré.
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