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Bleu de crésyl

1. NATURE DU COLORANT :

Ce colorant provient des hydrocarbures extraitgalidron de houille et dérive du benzene. Il
fait partie du groupe des quinone-imides, (qui emmtent des indophénols et des indamides),
et du sous-groupe des oxazines.

Les oxazines sont des colorants dans lesquels &urdyenzéniques sont unis par un anneau
fermé comprenant un atome d'oxygéne, un atome @atod atomes de carbone (thionium).
lls dérivent de la thiodiphénylamine.

Le bleu de crésyl est moins toxique que son voisiBleu du Nil. Les sels de ces deux colo-
rants trés semblables sont bleus, tandis que & ést rouge.

La solution alcoolique est donc d’'un bleu pur tanglie la solution aqueuse est violacée ; en
effet, par suite de la dissociation, la teinte bldu sel et la couleur rouge de la base se super-
posent.

2. PREPARATION :

a/ en solution aqueuse

Eau bidistillée : 100 ml
Bleu de crésyl : 19
agent mouillant : Sodium Dodécyl Sulfate 0,59

b/ en solution alcoolique:

alcool éthylique a 90° : 100 ml
Bleu de crésyl : 29
agent mouillant : Sodium Dodécyl Sulfate 0,59
eau bidistillée : 100 ml

c/ selon Clémencor(1972) :

éthanol & 96° : 27 ml
Bleu de crésyl : 0,59
eau bidistillée : 55,5 ml
agent mouillant : Sodium Dodécyl Sulfate 0,59
glycérine pure : 17 ml

Mélanger longuement (agitateur magnétique durd@udes) et filtrer, si nécessaire.

3. UTILISATION

C’est uncolorant métachromatique c'est-a-dire qu'il colore différents élémentslde
cellule en nuances différentes (le préfixe métgligue une idée de changement).

- la coloration est différente de celle du coloraparoi colorée en rouge avec le bleu de
crésyl.

On peut travailler sur des exsiccata ou sur du meaféais.
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Au départ, le bleu de crésyl est aalorant vital, c'est-a-dire qu'il colore les tissus et les
éléments cellulaires d’'un étre vivant (animal canp¢ s.lato), sans exercer d’action nocive ou
létale immédiate. Dans ce cas la dilution est graside, de I'ordre de 1/10.000. Une colora-
tion vitale n’est pas une teinture, mais une acdatiun de colorant dans des parties bien
spéciales de la cellule.
C’est un colorant basique des vacuoles, qui affithme coloration uniforme ou montrent
une inclusion plus ou moins importante de gramutatfortement teintées.
En solution aqueuse concentrée, il colore le ptasmpe des cellules en bleu foncé et les tue.
Sur le plan de la systématique, il faut accorderubeup d’importance a la coloration prise
par la paroi cellulaire ; elle peut réagir de measalifférentes :
» elle ne se colore pas
» elle se colore en bleu ou violet (couleurs normalesleu de crésyl) : on parle
alorsd’orthochromasie ou de coloration orthochromatique
» elle se colore en pourpre ou rouge (couleurs @iffiss du bleu de crésyl) : on
parle alors denétachromasie ou de coloration métachromatique

Voici une technique d’observation recommandée par &bert KUHNER :
» écraser un fragment de tissu dans une grosse gimittéeu de crésyl entre deux
lames de verre
* enlever une des lames et verser sur le fragmesbaé une nouvelle goutte de
bleu
» laisser agir 10 minutes et observer a la lumiérgodu (afin de bien saisir les
nuances de violet qui paraissent plus rouges avedumiere artificielle)
* alaloupe, on peut déja reconnaitre une réactachromatique, mais le controle
microscopique est indispensable, a cause de lamagpon des teintes.
Cela permet notamment de mettre remarquablemeétidance I'endospore de la paroi spo-
riqgue ded_epiota, qui se colore de maniere élective en rouge peurpr

Robert KUHNER a également démontré que le bleu de crésyl céigagement de maniére
caractéristique les enclaves ou exsudats lipidiques
» colorer la préparation dans un solution aqueudsalede crésyl
» placer ensuite la préparation dans une goutte d@maque et observer
» les lipides libres se colorent en jaune doré caratique tandis que la préparation
se décolore et se salit

Je vous livre maintenant des considérations pratiges émises par Bart BUYCK
(14/12/2001, Forum de Mycologia Europaea), le spiste des Russules mondiales.

“ En solution alcoolique, il est devenu pour moinéactif de routine, permettant souvent une
observation de qualité supérieure a celle dansuga Congo ou d'autres réactifs pour pas mal
de russules. Toutes mes descriptions publiées sld®90 mentionnent systématiquement la
coloration du revétement dans le bleu de crésyis iha'y a plus eu d'article portant unique-
ment sur l'importance du bleu de crésyl dans lesules. En Europe, le bleu de crésyl est
surtout utile pour I'observation des incrustatisns les hyphes (primordiales ou autres) et la
reconnaissance du groupe danoxantha (dans les rares cas ou on aurait des doutes sur le
terrain).

L'intense coloration métachromatique dans ce degreupe ne trouve son équivalent que
dans certainBoetentinae, moléculairement les espéces les plus prochegatiexantha. ”
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Philippe DUFOUR : “ Le genreMacrolepiota et lesLeucocoprineae présentent une endospore
(paroi de la spore) métachromatique (rouge-violiags le bleu de crésyl) et un pore germi-
natif proéminent.

Cependant, lesLépioteae” (dont fait partie le genreLépiota’) ne possedent ni d'endospore
métachromatique, ni de pore germinatif nettemengjo@ ”

Serge POUMARAT : “ Il est possible de déceler réaction métagtaiique sur les spores
de Leucoagaricus machrorizus en combinant avec un traitement préalable a NH{&hmo-
niague) portée a I'ébullition (en chauffant la pmégion). La réaction métachromatique est
bien visible dans ces conditions. ”

DAGRON a mis au point une techniquetrés élaborée de double coloration pour les piléo-
cystides des scalps de russules : c’est long netasdonne des résultats extraordinaires !
Voici la marche a suivre, en tenant compte qu’eolr@que étape, il est impératif de laver a
l'eau :

* placer le scalp durant 15 minutes dans 'ammoniaque

* le passer ensuite dans I'eau de Javel commeraiaggatdl5 minutes

* 4 heures minimum dans le rouge Congo concentre, gsaurer la saturation des

cloisons des cystides
e 2 a 15 minutes dans le bleu de crésyl, selon leaniwde coloration souhaité

Avec les cystides des Lactaires de la sectdemi, on a une réaction orthochromatique.

Notes de Jean LACHAPELLE, qui a réalisé des expériences de mise en évidige@ig-
ments et des incrustations pariétales qu'ils ocnasint : les résultats sont spectaculaires en
utilisant la solution alcoolique recommandée pan@ncon.

* le bleu de crésyl révéle les caracteres des decysiides et des laticiferes des rus-
sules ; dans ce dernier genre, il révéle aussnt@sistations des hyphes primor-
diales et d'autres cellules

* les pigments pariétaux des hyphes du pileipelli$rieholoma acerbum apparais-
sent - pour reprendre I'expression d’A. Marchacdmme des épines sur une tige
de ronce !

* les incrustations des hyphes cuticulairesAti@cola scolecina sont remarquable-
ment visibles

* les pigments vacuolaires des hyphes du pileipadlisepiota boudieri apparaissent
comme des billes franchement colorées dans urubataire

Les premieres observations sont prometteusesudirdié inciter I'un ou l'autre mycologue
intéressé a faire de telles expériences de son coté

REMARQUES DIVERSES :

* le bleu de crésyl fait apparaitre une gangue matatitique chez certairduteus
(Guillaume EYSSARTIER)

* bleu de crésyl selon Clémencon, 60 secexcellents résultats siorchella ro-
tunda, avec asques en bleu clair et spores bien visibkrtaines fixant vivement
le bleu ; on distingue nettement sur certainesespde fines gouttelettes (? ? ?)
externes, agglutinées aux 2 pbles. Pas de métaaki®mu niveau de la paroi
(mais cela existe-t-il chez les Ascomycetes ?) @ladt ECOMTE )

* bleu de crésyl selon Clemencon, 2 minuteexcellent résultat pour différencier
le contenu du cytoplasme des spores dfegrula paludosa ; résultat médiocre au
niveau des asques et hyphes. Il faut noter queloeant est tres efficace sur le cy-
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toplasme des algues filamenteuses, dont j'ai trdegé&débris dans ma préparation,
ce qui n'est pas surprenant puisque ce champighaans des lieux trés humides
et méme dans I'eau. (Marcel LECOMTE)

* en solution aqueuse, il sert a colorer le corpsaesOrbilia, sinon la cellule est
tuée et I'observation du corps sporal est obligatmour I'identification.

4.DANGERS:

Sous sa forme pure, il est toxique (irritant p@s yeux, le systéme respiratoire et la peau).
En solution, il est peu toxique per os (par voi@ey et sans grand danger par contact (mais il
provoque des taches persistantes sur les tissugtiements et sur les mains).

En cas de contact avec les yeux, laver abondameh@grande eau.

5. CONSERVATION :

Il se conserve 1 a 2 ans en flacon bien fermé.



