Les différents types de microscopes.

Didier Baar {)

La mycologie générale n'exploite que dans uneldaibesure les ressources actuelles de la micrascBpur
déterminer un champignon, a de rares exceptiors fFénycologue fait exclusivement appel a I'étemi&roscope
photonique a fond clair. Parfois, il peut s’aidarrdmicroscope stéréoscopique pour réaliser sgzapaéons, ou pour
définir avec précision certains détails macroscogécparticuliérement ténus.

Mais, tout le monde le sait, la mycologie, ce higass que la détermination d’'un champignon. Nousndi,
d’'une maniére tout a fait générale, que c'est diéside de leur biologie et de leurs « intérétsnimiques et humains
(®) » (propriétés antibiotiques, dégradation des twalbures, valeur gastronomique, propriétés feratiens, nuisances
parasitaires, etc.). C'est précisément dans cesith@stla qu’apparait clairement l'intérét de lehteque microscopique
moderne.

Dans cet article qui, il est vrai, n’est pas egawnt a sa place dans une revue mycologique, getamatier de
décrire trés succinctement les différents typesnd@oscopes qui ont trouvé une utilisation en mgga. Le lecteur
désireux d’en apprendre plus sur ce sujet extrémewaste consultera avec satisfaction les ouvreggeseignés dans la
bibliographie.

1. Les microscopes photonigues.

Les différents types de microscopes photoniquésoms en commun la mise a profit de radiationsiheuses
dont les plus exploitées constituent la lumierdolés Celle-ci peut en effet étre observée direetenet en toute sécuri-
té par I'eeil humain, sans autre intermédiaire (@d@rescent, par exemple). Des radiations inlgsibtels les ultravio-
lets, sont également mises a profit, car elles ptamt d'améliorer le pouvoir résolvant des instenis. Mais toutes
ces radiations peuvent étre traitées de différemi@sieres, non seulement avant de pénétrer ddnjet|'onais égale-
ment au sortir de celui-ci.

1.1. Composition de la lumiéré)(

Il existe actuellement deux théories qui interpnédifféremment les propriétés de la lumiérethéorie ondu-
latoire et la théorie corpusculaire. Ces deux Hypsts, diamétralement opposées, ne sont pourtamgranmpatibles,
mais bien complémentaires. Nous devons la théariilatoire, qui est la plus ancienne, a Maxweh étertz, tandis
que la théorie corpusculaire, plus récente, estdfeede Planck et d’Einstein.

La théorie ondulatoire, prétendant que la lum&seformée d’ondes électromagnétiques, permetedpnéter
aisément les phénoménes de propagation de la kynt@s la réfraction ou la réflexion. Pourtante & toujours été
incapable de fournir une explication satisfaisante phénomenes d’absorption et d’émission de lepar la matiére.

C’est alors gqu’est née la théorie corpusculaitg agmet une quantification de I'énergie luminessas forme
de photons. Un photon peut dés lors étre considgméme un corpuscule élémentaire de lumiere queakieres peut
absorber (photosynthése, plaques photographiquesy,aussi émettre (lampyres, éclairage a acélylene

1.2. Microscopes stéréoscopiques.

Les microscopes stéréoscopiques, ou stéréo mapesc sont parfois appelés aussi loupes binocs)aine
croscopes hinoculaires, ou encore binoculairesdoutt, mais improprement. En effet, la plupart desroscopes bi-
noculaires ne sont pas stéréoscopiques... Paiita#fjrun microscope stéréoscopique est un instnimei permet de
percevoir le relief d'un objet par examen de deuages prises avec un écartement comparable adeslyieux. Il faut
donc qu'il comprenne non seulement deux oculaimess également deux objectifs.

Donc, le microscope stéréoscopique est un insmtimhestiné essentiellement a I'observation de ractire
extérieure, du relief des objets. Conventionnelleime’est un éclairage incident qui est utilisé; calui-ci favorise
grandement la vision stéréoscopique en produisssjedix d’'ombre a la surface de I'objet.

(%) Didier Baar, décédé accidentellement le 14 oet@®01, & I'age de 23 ans.

(%) Consulter & ce propos « La vie mystérieuse damplgnons sauvages », de R. H. Monceaux, ol I'aateorde les sujets mycologiques les plus
divers sur un ton tantét poétique tantot scieniiiq

(3) A. Policard, M. Bessis et M. Locquin, dans leufraité de microscopie », décrivent ces concpluts en détail (page 5). Le lecteur dévoré par
une passion effrénée pour les propriétés de leélensera assurément satisfait en consultant I'gevddA. Van De Vorst, « Introduction a la physi-
que » (tome 2, parties 8, 9 et 10 et tome 3, pédt)e celui de G. Bruhat et A. Kastler, « Optiqueetenfin 'ouvrage de J. Kane et M. Sternheim,
« Physique » (unités 6 et 7).



Avec un tel dispositif d’éclairage, seuls les rayoéfléchis par le spécimen sont captés par I'eellabservateur. Les
rayons lumineux n’ayant pas a traverser I'objetuie ne doit pas nécessairement étre transpastntne certaine
opacité est méme souhaitable. Les dimensions Oget'ae sont de ce fait pas limitées, si ce n'astl@ mécanique de
l'instrument.

Les microscopes stéréoscopiques sont pourvusetttifsj dont les qualités principales sont une geatidtance
frontale et un vaste champ d’observation. Ces tfisatie peuvent malheureusement étres obtenues dgtfiamnent du
grossissement, qui n’excéde jamais dix fois. Jashison pour laquelle le grossissement totalst&so microscopes
dépasse rarement deux cents fois (couplage d'wttibgjlix fois avec un oculaire vingt fois).

Pour ce qui est des intéréts mycologiques detilingent, ils sont multiples. Le stéréo microscopeet aussi
bien I'observation confortable des caractéres nsopiques les plus ténus que I'étude et la détatinim des petites
especes. Mais il est aussi un accessoire intétdssamle la confection de préparations microscogéq La facilité avec
laguelle on réalise les coupes et les dissociatpaise a cet instrument est un argument suffisaat pe le procurer.
Dans tous les cas, lors de I'achat d’'un tel insaninil faut veiller a ce qu'il soit muni d’un tubecliné, et non d’'un
tube droit, extrémement inconfortable.

1.3. Fond clair.

Les microscopes & fond claf),(dont il existe une grande variété, sont desunstnts destinés principalement
a I'étude de la structure interne des objets.tldesnombreuses différences entre les microscdpesoscopiques et les
microscopes a fond clair, mais toutes comportegtekeeptions. Le tableau suivant résume ces distitscen opposant
les caractéristiques principales de ces deux tgpenicroscopes.

Microscopes a fond clair : Microscopes stéréoscopiques :

- Eclairage transmis - Eclairage incident

- Un seul objectif - Deux objectifs

- Image renversée - Image droite

- Grossissements relativement forfs - Grossissenamsez faibles

- Faible distance frontale - Grande distance flenta

- Objets transparents - Objets préférentiellemeataes

- Objets peu volumineux - Volume non limité

- Observation de la structure intefreObservation de I'aspect extérigur
des objets ’I des objets

L'image que recoit I'observateur a travers le m$mope a fond clair est formée par les rayons lemirgui ont
traversé I'objet apreés avoir été émis par la sodt@st bien évident que, pour ce faire, I'objetttre trés transparent,
et donc trés mince. Or trés peu des corps quedé&sire observer sont minces a I'état naturel. Qestrquoi divers
processus (dissociations, coupes, etc.) sont nisweme afin de réduire au mieux leur épaisseur.

Ces microscopes, s'ils sont bien équipés, permtestmuvent des grossissements allant jusqu’a delle fimis.
Les constructeurs ont bien essayé de mettre au gefappareils plus puissants, mais toujoursyilsent cassé les
dents. Les grossissements les plus élevés qu'abgahus atteignent trois mille sept cent cinquéoite par couplage
d’'un objectif de cent vingt-cing fois avec un odrtdade trente fois. Mais ceux-ci n’apportant riecaduse de leur insuf-
fisant pouvoir résolvant, on a tot fait de les alzamer.

Et enfin, la composition optique de ces microssogs telle qu’ils donnent de I'objet une imagevezeée, ce
qui n'est pas fort embarrassant. En effet, a cdesla faible distance frontale d’une part, et deiszon non stéréosco-
pique d’autre part, il n'est généralement pas goieste réaliser des dissections sous le microsdbpgiste cependant
des oculaires redresseurs, renversant I'imagedjulers pergue a I'endroit par I'observateur, nigs peu d’appareils
en sont pourvus en raison de leur prix élevé.

1.4. Lumiére réfléchie.

La technique d’examen en fond clair, cela a étéadplusieurs reprises déja, ne permet I'obsermatjoe
d’'objets trés transparents. C'est sans doute Igphengrand défaut. De tout temps, on a cherchélvier, et c’est en
modifiant I'éclairage qu’on y est parvenu : il sséfit d’appliquer au microscope a fond clair uraéelge incident, de
préférence vertical. Nombreux sont les systémesujuété proposés pour obtenir une illuminatioistsante q).

En effet, la distance frontale des objectifs demit équipés les microscopes non stéréoscopiqtdailgs.
Disposer une lampe a proximité de I'objectif est s insuffisant. Qui plus est, la chaleur dégapgr toute ampoule
de puissance convenable risquerait d’endommaganédiablement les lentilles. Suite a I'apparities fibres

(M Le fond clair est étudié en détail dans touslmss ouvrages de microscopie.
(¥) Consulter a ce sujet le « Manuel de microscopie>M. Locquin et M. Langeron (pages 36-38).



optiques, on a pu mettre au point des systemesadage de petite taille et d'intensité suffisante,dégageant aucune
chaleur. Ces dispositifs sont trés satisfaisants [es objectifs faibles, qui conservent malgré tme distance frontale
de 'ordre du centimetre.

Pour les objectifs forts, et a fortiori pour lelgjectifs a immersion, cet illuminateur ne peut aamv. C’est
alors qu’est venue l'idée d’incorporer I'éclairag@gd’objectif. Ce systéme, dont il existe de nomBe=uvariantes, est le
plus employé actuellement. La lumiére émise paplace est envoyée jusqu’a I'objectif par un systél® miroirs et/ou
de lames semi-réfléchissantes. Elle parvient &dpgration soit en traversant directement I'objestit en I'encerclant.
Dans le premier cas, I'apparition de lumiére paeasiit a la qualité de I'image. Dans le second lealsimiére forme un
manchon et est focalisée sur la préparation, pais la lentille frontale de I'objectif.

Cette figure schématise les deux systémes pringig&clairage intégré a I'objectif pour la micropie en
lumiére réfléchie. Les fleches indiquent la propigeade la lumiére dans I'instrument. A gauchduhaiére traverse
directement I'objectif, alors qu'a droite, les ragdumineux forment un manchon autour de I'objectif

Le principal intérét de la microscopie en lumiggééchie
est de permettre I'examen des objets opaques at Petis, sans
devoir les couper ni les dépigmenter. En entomelggar exemple,
I'instrument rend les plus grands services. Maddmaine ou il est
le plus largement utilisé est I'étude des matériamplus spéciale-
ment la métallographie (microscopes métallograpFsyu Pour
I'étude des champignons, on comprend tout de Bintérét.

1.5. Fond noir.

Avec le microscope a fond noir, seuls les rayonsieux diffrac-
tés par I'objet concourent a la formation de l'ireag’est sur ce
principe que repose le fonctionnement du microsipegoscopi-
que. En effet, I'éclairage étant incident, aucuyoralumineux ne
peut pénétrer directement dans I'objectif, et a& smiquement les
rayons réfléchis par I'objet qui parviennent a I'da I'observateur. On ne s’en apercoit généralémpas, mais le stéréo
microscope est bel et bien un microscope a fond qaoique d’un type un peu particulier.

Mais le microscope a fond clair peut aussi devenimicroscope a fond noir. Il suffit pour cela ctalter, par
exemple a l'aide d'un diaphragme circulaire, toes layons directs émis par la source. L'objet kst a&clairé par un
anneau de lumiére, et seuls les rayons diffraciésup sont collectés par I'objectif. Mais ce disfid a le désavantage
que peu de rayons parviennent jusqu’a I'observataugui oblige a utiliser un éclairage trés ingensauiisible aux pré-
parations.

Voici un diaphragme tel que ceux qui sont utilipésir occulter les rayons directs lors de I'exaraarfond
noir. En général, cet accessoire est combiné, pméliorer la qualité de I'image, avec un condenspdrial : le
condenseur a fond noir.



En vérité, le microscope a fond noir est avant toutlispositif qui facilite la recherche de corpues
peu visibles en fond clair. Une particule obsera@dravers de cet instrument apparait trés brdlant

le fond noir de I'image. De méme, l'effet de borel@st fortement accentué, c’est-a-dire que lesplei
au centre d’'une structure paraissent optiquemelasvalors que le contour en est trés lumineuxuce q
peut conduire a des erreurs d’interprétation.

Concretement, le microscope a fond noir n'a quhtarét tout relatif en mycologie. L'éclairage aple, par
contre, qui n’est pas un vrai fond noir mais unearde de celui-ci, peut étre utilisé avec frdiest envisagé ci-dessous.

1.6. Eclairage oblique

Lorsque le diaphragme annulaire du fond noir estpdacé par un demi-disque comme celui-ci, on obtie
éclairage oblique. Ce dispositif, qui est souvamifondu avec le fond noir conventionnel, est eritééan éclairage
intermédiaire entre fond noir et fond clair.

L'observateur qui utilise un éclairage oblique pérde I'objet une image en relief, un peu commecav
le microscope stéréoscopique. Le diaphragme réathlrage asymétrique, ce qui provoque la formation
d’ombres dans la préparation. C'est la I'explicatie la sensation de relief. Pour ce qui est dasph
gnons, ce dispositif est intéressant au niveatotisdrvation des spores. Il permet d’en déceleples
fines ornementations, et d’en étudier la paroi.

1.7. Contraste de phase.

Pour obtenir de bons résultats en fond clairplgets doivent étre contrastés. Pourtant, la ptufiantre eux, a
I'état naturel, le sont peu, et c’est pourquoi aeeours a une multitude de processus de colordilars la plupart des
substances colorantes sont toxiques et tuent lieese ce qui exclut I'observation de leur évabitiau cours du temps.
C'est ce qui a motivé la mise au point des micrpesai contraste de phadg ui permettent d'étudier les cellules les
plus transparentes tout en les conservant vivantes.

D’'une maniére générale, on peut distinguer, emas@opie, deux catégories d'objets: les objets gldnde et
les objets de phase. Les corps plus ou moins comréoiratres, que ce soit naturellement ou aprésitement spéci-
fique, constituent la catégorie des objets d’amgét Ce sont ceux que I'on étudie a I'aide du nsicope a fond clair.
Au contraire, les objets transparents, difficiletnebservables en fond clair, font partie des objetphase. Ce sont
ceux qui nous intéressent dans ce paragraphe.

Il existe une différence théorique fondamentaleecoes deux catégories d’'objets : les objets dsgllépha-
sent les ondes lumineuses d'un quart de longueurdd’ ), ce qui ne se produit pas avec les objets d’dutdi Le
principe du microscope a contraste de phase esbapenser le déphasage que produisent les objgthate par
I'action d’'une plaque de phase. Celle-ci raméntat'ée phase a celui qui serait donné par un ab@nplitude et
transpose ainsi les contrastes de phases en deatéamplitudes ; I'objet transparent devient casté sans I'action de
colorants.

En plus de compenser le déphasage, les plaqudsade, pour accentuer le contraste, ont le podiaiirsorber
une grande partie des rayons lumineux directs panida source, comme c’est le cas du fond noir. tlnees plaques
de phase est insérée a demeure dans chacun desf®jein microscope a contraste de phase. Cresgtalairage annu-
laire qui est mis en ceuvre, et a chaque objectiiespond un diaphragme différent, centré sur lgydade phase de
I'objectif, et que I'on insére au niveau du condairs

Pourtant, nombre de facteurs limitent I'utilisatidu microscope a contraste de phase. Les objatsrd@tre
peu, ou de préférence pas colorés ; ils ne dopasiavoir de membranes épaisses et ils ne doiesrgyx-mémes étre
épais; ils ne doivent pas non plus couvrir toutHamp. Les surfaces optiques, tant du microscopalgua préparation,
doivent étre trés propres, et I'éclairage doit gttes intense que pour le fond clair.

D’un point de vue mycologique, I'instrument estmlus haut intérét, mais il est réservé a I'étuddadbiologie
des champignons. N’en ayant pas l'usage, peu dieyars le possédent. D’autre part, son prixtretanent éleve, di
essentiellement aux objectifs spéciaux dont igsiipé, a de quoi décourager les amateurs leepthsusiastes. C'est
probablement celui des microscopes photoniques gainnu le plus grand développement ces derni@reses, car le
microscope électronique, qui a supplanté dansange Imesure le microscope a fond clair dans lesdabires spéciali-
sés, ne peut rien contre le contraste de phase.

() Les différents types de microscopes interféré)tont le microscope a contraste de phase @sbdigle le plus répandu, sont décrits plus com-
plétement dans le « Manuel de microscopie » deddqglin et M. Langeron (pages 41-44). La constitytle fonctionnement et I'utilisation de ces

divers microscopes sont exposés dans leurs mainigtails dans le « Traité de microscopie » deofic®d, M. Bessis et M. Locquin (pages 76-91

pour les contrastes de phase et pages 91-95 sounideoscopes interférentiels).



1.8. Microscopie en ultraviolets.

Les radiations ultraviolettes)(différent de la lumiére visible essentiellemeat feur longueur d’onde plus
courte. C'est cette propriété qui est mise a pdsits les microscopes a ultraviolets. En effets pulongueur d’onde
d’'une radiation est courte, plus le pouvoir sémanaf) de linstrument qui l'utilise est grand. Le poluiveéparateur
d’'un microscope a ultraviolets peut étre jusqu'axd®is supérieur a celui d’'un microscope a foraratonventionnel.

En plus d’augmenter le pouvoir résolvant, lesavitlets ont la propriété d’étre absorbés par oestaonsti-
tuants cellulaires, tels les acides ribonucléiglegpermettent donc des observations complémestaircelles qui sont
faites en lumiére visible. Mais les ultraviolet@gentent de graves désavantages. Ainsi, par egghaplsources lumi-
neuses sont colteuses et dangereuses pour I'des, @bjectifs s'altérent rapidement sous I'actiatelysante des radia-
tions ultraviolettes.

1.9. Microscopie en infrarouges.

L’intérét des infrarouges n'est pas, comme c'estds des ultraviolets, d’augmenter le pouvoir lvést les
instruments. En effet, la longueur d’onde des nofnges est sensiblement plus grande que celleldmlare visible. Le
pouvoir résolvant s’en trouve diminué, et les irdtayes ne sont donc pas destinés a des grossigsemgnéleves.
Pourtant, certains objets tels les téguments désjuigres, trés opaques a la lumiére visible, glustou moins transpa-
rents aux infrarouges. C'est en cela que résidenésfiement leur intérét.

Les microscopes a ultraviolets et a infrarouge$ des instruments spécialisés, d’emploi relativencempliqué et de
bien piétre utilité dans le domaine des champignionsile donc de s’étendre inconsidérément a sejet.

1.10. Fluoromicroscopie.

La microscopie en fluorescenc?® st basée sur la constatation que certains sisfgsnment éclairés par des
radiations de courte longueur d’onde, I'absorbenté&mettant des radiations de longueur d’onde griaisde dites de
fluorescence. Cette fluorescence résulte, en yéhitéléplacement des électrons d’'une couche éegtre a I'autre. En
effet, lorsqu’un électron, dans le nuage électnomid’'un atome, absorbe une radiation de longueandd déterminée,
il passe de I'état fondamental (état non excitédtat excité ; et cela se traduit par le déplacende I'électron vers une
couche périphérique. C’est en retournant a I'@adémental que I'électron émet des radiations gerdscence, de
longueur d’onde plus grande que celle de la ramiabsorbée.

Mais la mise a profit de la fluorescence requiertertain nombre de conditions expérimentaleshétées. Il
est bien évident, par exemple, que le matériau tameel ont été fagonnées les lentilles, ainsi lgupaume qui les
colle, ne peuvent étre fluorescents. Il en est 8mendes lames porte-objets, des lamelles couvegsplgu milieu de
montage de la préparation, de I'huile & immersieenéuelle, etc. Pas question donc, lors de I'exaemefluoromicros-
copie, de monter la préparation dans le baume diadzaou d'utiliser I'objectif a immersion avec dauile de cedre,
car ces deux substances sont fortement fluorescddéeplus, toutes les surfaces optiques, y coroptiss de la prépa-
ration, doivent étre parfaitement propres.

D’autre part, pour obtenir les meilleurs résultdtsst nécessaire d’utiliser un rayonnement mbnmmatique,
c’est-a-dire dont la longueur d’'onde est homogénkien déterminée (la lumiére blanche, poly chrogue, ne peut
convenir). Pour ce faire, on fait passer la lumdéelairage a travers un filire d’absorption séleg qui est générale-
ment construit de maniére & ne laisser passer’gjtraviolet, dont la longueur d’onde est plus deugue celle de la
lumiére visible. Aprés que la lumiére ait travel@sgréparation, on lui fait franchir un secondréltqui absorbe ce qui
reste de la lumiéere excitatrice, et ne laisse pagseles radiations de fluorescence.

L’examen en fluorescence est parfois associé laveantraste de phase décrit précédemment, afiedaettre
de localiser trés précisément les points fluorescéans la préparation. La polarisation (voir cssiris) peut également
y étre combinée. Il existe deux modalités d’exameriluorescence, soit que I'objet est fluorescettirellement, soit
gu'il est rendu fluorescent suite au traitement garfluorochrome (colorant fluorescent, tels lad&mine, la fluores-
céine, I'éosine jaunatre, I'uranine, I'érythroshileuatre, le rose Bengale, la phosphine, la beaviof, etc.).

C’est principalement dans I'étude de la biologés dhampignons, mais aussi, dans une moindre memsune
la détermination fine de ceux-ci, que la microseopn fluorescence trouve des applications mycolegig. dans les
laboratoires spécialisés, évidemment !

(%) Pour de plus amples renseignements au sujet ehictascopie en dehors du visible, consulter leécB de microscopie », de A. Policard, M.
Bessis et M. Locquin (pages 96-107).

(® Le pouvoir séparateur, ou pouvoir résolvant cbiectif est sa capacité a séparer deux pointsdaifiautre. Ainsi, en lumiére visible, avec les
meilleurs objectifs & immersion, le pouvoir sépauatest de I'ordre de Oj@m (1 um = 0,001 mm = 18m); c’est-a-dire que deux points d’un objet
sépareés I'un de l'autre par une distance inféri@udeum seront fusionnés par I'objectif et apparaitrarmme un seul point. Plus le pouvoir sépara-
teur d’un objectif est grand, meilleure est la héson de I'image.

(3) Les applications, les modalités et les s#gsllde la fluoromicroscopie sont décrits de mardétaillée dans le « Précis de microscopie » de A.
Policard, M. Bessis et M. Locquin (pages 499-508).



1.11. Polarisation.

La théorie ondulatoire de la lumiére prétend ceieeci, a I'état naturel, vibre de facon aléataians toutes
les directions qui sont perpendiculaires & sondexg@ropagation. Le microscope polarisadtoffre la possibilité de
sélectionner le plan de vibration des rayons luminet d’orienter I'objet & volonté par rapportéan.

Schéma d’'une onde lumineuse, montrant la vibrgienpendiculaire a sa direction de propagation.

L'utilisation la plus générale du microscope pdarit est
d’'ordre minéralogique. Il permet en effet, par études
propriétés optiques d’'une lame mince de roche, diger-
miner les divers constituants, qui, suivant leuureaet le
plan de vibration des rayons lumineux, prennent coe
leur déterminée.

Mais I'étude des incrustations minérales dansddisiles biologiques, et tout particulierement desshyphes
de champignons, peut étre envisagée avec fruiegaéaet instrument. Il autorise en outre des olsiens plus classi-
ques, qui permettent quelquefois la mise en évieleleccertains éléments de la préparation que bsemve difficile-
ment avec les techniques traditionnelles de catratt d'imprégnation.

La compréhension théorique du fonctionnement duigacope polarisant requiert de solides bases gsiqie,
et notamment en optique ondulatoire; c’est pourd@alescription n’en est faite que dans ses graligiess au cours
des trois paragraphes précédents.

2. Les microscopes électronigued)(

Dans les microscopes électroniques, ce ne sostd®#a photons qui sont mis a contribution, mais bies
électrons. L'intérét des électrons est leur tragtedlongueur d’onde, largement inférieure a cadle photons. Or, cela a
déja été signalé a maintes reprises, plus la lamgdiende d’'une radiation est courte, meilleur deraouvoir sépara-
teur de I'instrument qui l'utilise. Ainsi, le pouivcséparateur d’'un microscope électronique parstrassion peut étre
mille fois supérieur a celui des microscopes phqimes, et il permet la résolution de deux pointsasés I'un de I'autre
par deux angstréms)(seulement.

Mais les électrons ont le désavantage majeuredi@u pénétrants, beaucoup moins que les photerggjic
définit certaines contraintes, particulierementésés dans le cas du microscope électronique pasntiasion. Par
exemple, la colonne de linstrument doit étre perdéun vide poussé. D’'autre part, I'épaisseur algdt doit étre trés
faible, et ce n'est plus en micrométres qu’on Isune, mais bien en nanomeétres ou en angstrémdoBgses techni-
ques de préparation sont tout autres.

Par ailleurs, il n'est plus question de couleueales microscopes électroniques: il est impossilec ces
instruments, de percevoir les teintes naturellesalgets que I'on examine. Du reste, ce ne sord gés substances
colorantes que I'on utilise pour contraster I'objatis bien des atomes lourds. D’autre part, nmileest incapable de
reconstituer une image a partir d’électrons ; qatrquoi on est obligé d’interposer un écran fisoent ou une plaque
photographique.

La disposition des lentilles électroniques quitfoffice de condenseurs, d'objectifs et d’oculairest sembla-
ble a celle qui est adoptée dans les microscopa®mpiques. Simplement, ce sont des éléments &aesia la place de
lentilles en verre. Le flux d’électrons est génémant produit par une cathode constituée par exediph filament
incandescent de tungsténe, d'ou les électrons ardfn@e faible vitesse sont arrachés par leur moewt thermique.

2.1. Microscopes électroniques a balayage.

Le microscope électronique a balayage (MEB ou SE3danning Electron Microscope) est a la microseopi
électronique ce que le microscope stéréoscopidué lasmicroscopie photonique. C'est-a-dire que wiité releve de
I'observation fine de la surface des objets. ks électrons, comme les photons dans le cas dosoape photonique,
ne doivent pas traverser I'objet, mais seulement &léchir » a sa surface. La préparation desrdlons est de ce
fait fortement simplifiée, puisque leur épaisseerdoit pas étre réduite a quelques centiémes demtres, comme
c’est le cas avec le microscope électronique paistnission.

(%) Une description détaillée de la microscopie palafsation est faite dans le « Précis de micrascomle A. Policard, M. Bessis et M. Locquin
(pages 111-120).

(2) Pour ce qui est des différents microscopestréleiques et de leurs variantes et satellitesswlter le « Précis de microscopie », de A. Policard
M. Bessis et M. Locquin (pages 180-202). De ménmmechapitre du prestigieux « Manuel de microscopide>M. Locquin et M. Langeron est
consacré a la microscopie électronique (pages 8)-1@s informations livrées par ces deux ouvragsgent néanmoins trés succinctes; aussi, pour
des renseignements plus complets, se référer amdabts et florissants traités de microscopie ré@pirjue.

(3 D'une maniére générale, un angstrém (1A) cornedpoun dixiéme de nanométre (1nm), lui-méme étamiilliéme partie du micrométrefin),
lequel est I'équivalent du milliéme de millimetrarf). Ainsi, un angstrom équivaut & un dix-milliomié de millimétre.



Les ressources du microscope électronique soptiisables, car il permet, outre I'observation degts les
plus divers, I'étude de la composition chimiquecaex-ci par divers procédés, notamment par I'aeaties électrons
rétrodiffusés, ou par celles des rayons X prochats|'absorption des électrons incidents par laiénatLe microscope
électronique a balayage est doué d’'une grande matefo de champ, plus grande que celle du microsgbp®mnique a
des grossissements semblables !

Pour pouvoir observer un objet au microscope &lajue a balayage, il faut le préparer par métitbn,
c'est-a-dire qu'on dépose a la surface de I'olpat, vaporisation, par exemple, une fine pelliculitatlique. Les élé-
ments que I'on choisit a cet effet sont principadein’or, le platine, le cuivre et le germanium, @artains alliages tels
I'or-palladium ou l'or-cuivre. Le pouvoir résolvatitéorique aprés métallisation est de I'ordre dgé aagstroms.

2.2. Microscopes électroniques par transmission.

C’est en vue de travailler avec le microscopetédemue par transmission qu'il est indispensatderétuire
les objets & une grande minceur. En effet, lestréies, si peu pénétrants qu'ils soient, doiventrfzou traverser
I'échantillon, au méme titre que les photons danmicroscope photonique a fond clair. C'est lameliviennent les
innombrables techniques de microtomisation qui é®t développées ces derniéres années pour la g@iépades
échantillons a la microscopie électronique. Orisgtitles ultramicrotomes munis de couteaux en weren diamant.
Tout comme pour le microscope électronique a bgkye microscope électronique par transmissionT{ME TEM :
Transmission Electron Microscope) est infinimenhe en ressources, et il a permis les découversesllis extraordi-
naires, spécialement dans les domaines de la boktgde la médecine. L'intérét mycologique en @stlent, et
I'application de l'instrument a I'étude des chammugs est florissante.

3. Conclusion.

Dans cet article sont décrits, trés succinctenieest vrai, les principaux types de microscopes. dartie
concernant la microscopie électronique a été valmrnent réduite, car cette derniére est parfaitéinaccessible a la
plupart des mycologues non-professionnels. Le @ifboyablement élevé des instruments d’'une para @rodigieuse
complexité des techniques d’autre part, réservedinédiablement la microscopie électronique aumratoires spécia-
lisés. Ce n'est pas toujours le cas des diffénantsoscopes photoniques envisagés qui, s'ils séstdnéreux, restent
néanmoins abordables dans une certaine mesure.

Nous aurions pu en effet discuter bien d’autrebrigues instrumentales encore, comme la microsogélpc-
tronique par réflexion, la microscopie par émissianmicroscopie protonique, la microscopie ionigiaemicroscopie
par rayons X, la microscopie par reconstitutiorogahphique, la microscopie électronique a excitatitiraviolette, la
microscopie interférentielle, etc., etc. Et ce natda que quelques exemples... on peut dire que Vavez échappé
belle !

Il est bien évident que toutes ces informationsao@ pas tirées, pour leur trés grande majorééndn expé-
rience personnelle, mais bien d’une recherchedghdiphique. Les ouvrages de référence, a ce sojgtd’une part le
« Précis de microscopie » de A. Policard, M. Bessisl. Locquin, et d’autre part, le « Manuel de mszopie » de M.
Locquin et M. Langeron. D’autres références seveaticitées dans la bibliographie ci-dessous.
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