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SUR L'EMPLOI DE L'EHMATOXYLINE FERRIQUE 
DE REGAUD POUR L'ETUDE DE LA GARNITURE 

CHROMOSOMIQUE CHEZ LES CHAETOGNATHES 

par Jean ARNAUD 

Materiel d'etude et but des recherches. 

Les essais ont porte sur cinq especes de Chaetognathes recoltees dans le golfe de 
Marseille : Sagitta bipunctata et S. mflata surtout, puis S. minima) S. friderici, S. (J1ra. 

Les colorations ont ete pratiquees sur les organes genitaux et particulierement sur le 
testicule, en vue du denombrement des chromosomes dans le groupe. Pour de telles recherches 
existent, on le sait, des methodes d'ecrasement; mais celles-ci compromettent gravement l'ordre 
cellulaire et, souvent meme, deplacent une partie du contenu nucleaire dans une cellule voisine. 
Aussi les colorations sur materiel fixe et coupe au microtome s'averent-elles egalement necessai­
res, d'une part pour l'etude topographique de l'organe, d'autre part en tant que materiel de 
reference et doivent-elles done etre menees parallelement au" squash". J'ai ete ainsi conduit a 
faire de nombreux essais pour choisir, parmi les colorations les plus electives, celles qui donnaient 
avec la chromatine, le grain le plus fin chez les Chaetognathes (pl. I en annexe). 

Inten~t de l'hematoxyline ferrique de Regaud. 

L'hematoxyline, produit de choix pour la coloration nucleaire d'un materiel prealablement 
fixe, convient parfaitement aux Chaetognathes. Celie de Heidenhain est a l'ordinaire la plus 
employee et notamment par GHIRARDELLI dont de nombreux travaux concernent l'histologie 
chez les Chaetognathes (1954, 1959, 1961). 

L'hematoxyline ferrique de Regaud, par contre, est fort peu utilisee a cet usage. Ce­
pendant, tout en colorant aussi intensement et finement, elle presente sur la precedente quelques 
avantages que je voudrais noter ici. 

Le vieillissement que demande toujours l'hematoxyline se produit plus vite: deux mois 
d'exposition ala lumiere et la chaleur suffisent. Elle peut d'autre part etre vieillie fort rapidement 
par utilisation sur coupes d'histologie courante ne requerant pas la meme finesse, notamment 
dans le trichromique de Masson. Une centaine de coupes colorees a chaud suffisent, dans ce cas, 
pour parfaire toutes ses qualites. 

Elle se prete davantage a une coloration rapide en etuve, sans que son alteration en soit 
pour autant notablement acceleree. La differenciation qui suit s'en trouve egalement facilitee 
par la progressivite avec laquelle l'alun elimine l'exces de colorant en fin d'operation pour 
chacune des categories cellulaires de la lignee seminale. 

Elle permet enfin la coloration en masse qui, pour etre plus delicate, favorise neanmoins 
l'inclusion des petits individus et l'etalement des coupes en donnant a l'objet une rigidite plus 
grande. 

Details pratiques de la manipulation. 
ro) Fixatiotl. 

Le fixateur le plus avantageux pour cette coloration est certainement le Bouin et particu­
lierement le Bouin-Hollande tres recommande pour l'etude histologique du plancton qui doit 
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PLANCHE I 

Les microphotographies ci-contre concernent des coupes qui ont ete 
effectuees, selon la methode exposee dans cette note, sur Sagitta biptmctata. 

FIG. I (en haut, a gaut:he). - Spermatocytes I en prophase (x qoo). A gauche, on distingue 
!es anses chromatiques a l'interieur des noyaux encore constitues. 

FrG. 2 (en haut, a droite). - Sperma!OCJ'Ies I en fin de prophase. Les chromosomes sont .r;reles, 
allonges etforment des chiasmas (x 1550). 

FrG. 3 et 4 (au milieu). -Deux aspects de Ia metaphase des spermatocytes I (x 900 et x r6oo). 
Les chromosomes doubles, tres epais, Jorment des plaques equatoriales (legerement differentes des 
figures classiques). Dans Ia fig. 3, a gauche, on remarque une cellule dija en anaphase. 

FIG. 5 (en bas, a gauche).- Spermatocytes II en metaphase (x 2350). Dans Ia cellule situee 
en baut a droite on peut compter 9 chromosomes. Noter encore de nombreux spermatocytes ou !'anaphase 
s'amorce et, dans !'un d'etlx (au centre), 2 chromosomes dija excentris. 

FIG. 6 (en bas, a droite). - Spermatocytes II en fin d'anapbase (au centre). Les chromosomes 
se sont regrot!pes aux poles des Juseaux acbromatiques (x 6oo). 
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parfois etre ramene de croisieres lointaines. En effet, si l'acetate de cuivre, en augmentant la solu­
bilite de l'acide picrique, confere au liquide un pouvoir de penetration plus grand et permet par 
consequent des temps de fixation plus courts, inversement il accroit la stabilite du melange ou le 
materiel peut sejourner tres longtemps. Ce fixateur laisse ainsi une liberte d'action appreciable 
au chercheur qui peut y conserver ses objets de quelques heures a trois mois pour certaines 
especes comme S. bipttnctata et S. enflata, sans alteration aucune du materiel nucleaire. Il est 
cependant preferable de fixer un minimum de deux jours pour laisser aux tissus peu consistants 
le temps de se raffermir, ce qui facilitera grandement !'obtention des coupes, longitudinales 
notamment. 

Pour la preparation du Bouin-Hollande, operer la dissolution de l'acetate de cuivre par 
etapes plut6t qu'en une seule fois : pulveriser les cristaux dans un mortier puis y verser de petites 
quantites d'eau distillee que l'on recueillera successivement apres avoir longuement malaxe la 
boue au pilon. 

zo) ColorcttioJZ. 

a) Mordancer durant 30 minutes a 56° dans l'alun de fer 3 % prepare a froid. 
b) Colorer directement dans l'hematoxyline de Regaud (1), vieillie comme il a ete dit, 

en faisant agir )0 minutes dans l'etuve a paraffine, ou mieux 2 heures et demie dans un grand bac 
a coloration en laissant refroidir la solution prealablement portee a 6o0 • 

c) Differencier a froid dans l'alun de fer apres un rins:age rapide a l'eau ordinaire. Si 
on l'emploie a concentration moyenne (3 %), on pourra le laisser agir 5 minutes dans une boite 
a coloration sans risquer une differenciation trop grande. 

Plonger ensuite les coupes dans 1' eau courante. Celle-ci, comme pour la laque aluminique, 
ravive les teintes, mais il faudra pres d'un quart d'heure pour obtenir un noir intense. Aussi 
pourra-t-on profiter de ce delai pour extraire une coupe apres I' autre et terminer la differenciation 
de chacune avec quelques gouttes d'alun, en 1a surveillant au microscope, sous lamelle, avant de 
les replonger chacune, le temps necessaire, dans l'eau courante. Ce double passage dans l'alun 
et l'eau calcaire facilite non seulement la manipulation, mais encore semble produire un grain plus 
fin. 

Ajoutons, pour terminer, qu'une coloration cytoplasmique, quelle qu'elle soit, n'est 
pas souhaitable, car si elle souligne le contour cellulaire, elle voile par contre toujours un peu 
le contenu nucleaire et gene ainsi !'observation. 

Laboratoire de Biologie animale (Plancton) Facttlti des Sciences. Marseille. 
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(Dissoudre d'abord l'hematoxyline dans l'alcool a 95°). 
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