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INTRODUCTION.

I. — Le gisement des microfossiles examinés dans cette étude
appartient au niveau de « I’Argile des Flandres », de ’étage
yprésien de I’éocéne inférieur. Les échantillons de sédiments
out été prélevés dans le revétement argileux, yprésien, de la
carriére du Blorquiau des exploitations de porphyre de Que-
nast, en Brabant. I’argile, compacte, plastique, de teinte gris-
bleu, brune par altération présente les compositions moyennes
suivantes:

a) Analyse générale (1) :

BiO,. . . . . . . 0. 229
ALO;. . . w . + » & =« 18,5
BeOpe o o o « = » o 7,3
Cal « +» « @ : 5 % = = 0,5
MgO . i 5 % m s 2,2
Alcalis et pertes. . . . . 2,3
100,0 %

(1) Analyse obligeamment communiquée par la Soc. An. des Car-
ritres de Quenast.



2 A. PASTIELS. — BTUDE HISTOCHIMIQUE

b) Composition des minéraux lourds (2):

Zircon . . . . . . . . . 31¢Y%
Grenat. . . . . . . . . 23
Rutile. . . . . . . . . 18
Epidote . . . . . . . . 14
Tourmaline . 7
Disthéne . 3
Amphibole . 2
Andalousite . 1
Anatase 1

Staurotide et Pyroxéne .

100 %
¢) Teneur en sable obtenue par lévigation:
0,2 a0,7 %

Ce sédiment, qui est un dépdt marin, s’est révélé trés riche en
microfossiles divers, & test en matiér: organique conservée, prin-
cipalement en Hystricuosphéres, et dont la description a été faite
dans un mémoire du Musée, en cours de pubiication.

Ces microrganismes ont été isolés par une analyse mécanique,
une sédimentation, qui a permis d’obtenir une fraction argi-
leuse homogéne, aux éléments de méme dimension. Cette frac-
tion fut traitée ensuite par l’acide fluorhydrique concentré
(40 9% H F.) additionné d’un peu d’ean dans un creuset de
paraffine ou dans une capsule de platine.

La matiére organique, séparée ainsi des particules minérales,
s'accumula au fond du creuset. L’acide restant fut neutralisé
aux alcalis, puis décanté, et les particules organiques concen-
trées en suspension liquide furent prélevées en vue des essais
histochimiques réalisés sous le microscope.

II. — Différents chercheurs ont essayé de déterminer la na-
ture chimique de la membrane constituant les coques d’Hystri-
chosphéres et de retrouver par 13 leurs affinités animales ou
végétales. Le seul résultat positif incontestable qu’ils aient
obtenu fut d’établir son caractére organique.

W. Warzer (3) a signalé et étudié, par des méthodes bien
empiriques, la mnature organigue des débris inclus dans les
silex.

(2) Analvse que je dois & ’amabilité de M. A. KoNINe.
(3) Werzer, W., 1922, p. 54 et suiv.
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O. WerzEL (4) le premier, isola les coques d’Hystrichosphéres
de leur gangue siliceuse des silex par ’acide fluorhydrique et
reconnut par 1a qu’elles ne sont pas silicifiées. Tl soumit égale-
ment ces microfossi:es & différents réactifs (acide sulfurique,
nitrique et formique; chlorure de zinc iodé, naphtol) qui lui
prouvérent leur nature chimique (?) sans toutefois indiquer
celie-ci.

A. ErsExack (5) a isolé les Hystrichosphéres par I’acide fluor-
hydrique et essayé sur leurs coques, sans succds, les réactifs
usuels de la chitine et de la cellulose. En 1938, cet auteur (6)
a rapporté le comportement de la membrane de ces microrga-
nismes & celui de la cutine ou & celui d’un corps voisin, sans
que les réactions caractéristiques de cette. substance se soient
vérifiées.

G. Derrandpre (7), (8), (9) a effectué des recherches qui
confirment les travaux de ses prédécesseurs et affirme que ces
organismes ne sont pas silicifiés. Les essais auxquels il a pro-
cédé comportent principalement des colorations qui sont les
premiéres effectuées sur de la matiére organique conservée dans
ces conditions. En conclusion d’une série d’essais, il écrit :
« Ces résultats, nettement contradictoires sur certains points,
me conduisent & conclure que les notions actuelles sur la micro-
chimie des membranes cellulosiques, chitineuses ou de compo-
gition plus ou moins voisine, basées sur 1’étude des corps exis-
tant chez les étres vivants, ne peuvent pas étre appiiquées aux
microfossiles planctoniques envisagés dans cette note (Hystri-
‘chosphéres et Dinoflagellates des marnes jurassiques). D’une
maniére plus générale, 1'état sous lequel se présentent les mem-
branes des Dinoflagellés et des Hystrichosphéres ne me semble
correspondre exactement & aucun des constituants fondamen-
taux ou accessoires des parois celiulaires végétales telles que
nous les connaissons aujourd’hui. Il serait donc absolument
vain, dans ces conjectures, de se baser sur les résultats des
réactions microchimiques et surtout des colorations, pour déci-
der de I'attribution d’un microrganisme énigmatique & un

(4) WerzeL, O., 1933, p. 144,

(5) EisenNack, A., 1931, pp. 106-108.

(6) E1sENACK, A.. 1938, pp. 5-10.

(7) DrruanpRE, G., 1934, pp. 966-968.
(8) DEFLANDRE, (., 1935, p. 217 et suiv.
(9) DerFLANDRE, (., 1938°, pp. 854-856.
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groupe donné plutdt qu’a un autre. Ces colorations démontrent
seulement qu'on doit se garder de les interpréter comme s’il
s’agissait de matériaux actuels. La signification des résultats,
en apparence divergents, doit étre recherchée en présupposant
Pexistence de composés devenus, par fossilisation, bien diffé-
rents des celluioses et chitines actuellement connues; ’analyse
microchimiques de ces matiéres organiques fossiles s’avére ainsi
toute entiére & créer » (10).

Plus récemment, M. Lrssuxe (11) a également utilisé ’acide
fluorhydrique pour isoler les Hystrichosphéres des silex et véri-
fier par 14 leur nature organique, sans toutefois procéder a
des recherches systématiques.

La conclusion formelle de DerLanprE appelle une remarque
importante. En paléobotanique, I’étude microchimique des sub-
stances organiques fossiles des charbons, des lignites et des
tourbes (12), (13), montre qu’on peut leur appliquer avec suc-
cés certains réactifs histologiques usuels; les mémes que ceux
qui sont utilisés pour déceler ces substances sur des matériaux
actuels.

Sans doute, ces réactions sont-elles irréguliéres et liées alors
& bien des facteurs que nous ignorons, mais il n’y a probable-
ment, pour beaucoup d’entre elies, & trouver que des modalités
de traitements. C’est peut-étre le cas des Hystrichosphéres.

Avec 1’aide des données de la technique paléobotanique, j’ai
entrepris, pour les raisons suivantes, de rechercher la nature
des coques d’Hystrichosphéres:

1° les différences d’4ge et de conditions de fossilisation entre
nos sédiments (argile éocéne) et ceux étudiés par DRFLANDRE
(marnes jurassiques et silex crétacés) pouvaient faire présu-
mer de quelques variations dans le mode de conservation de la
matiére ;

2° I’abondance des matériaux dont je disposais;

3° la présence, & c6té de nombreuses coques d’Hystricho-
sphéres, de Dinoflagellés et de grains de pollen, dont la nature
chimique et le régne (végétal) sont connus, m’ont incité & faire
P’analyse comparative de ces éléments conservés dans les mémes
eonditions.

(10) DEFLANDRE, (., 1938, pp. 157-162.

(11) Lesrzune, M., 1936, pp. 435-437.

(12) Krxvser, R., 1929, pp. 75-78.

(13) Poronig, R., 1924, pp. 212-219; 187-192; 162-166; 201.



bBES CoQUEs D'HYSTRICHOSPHERES 5

FTUDE HISTOCHIMIQUE.

Les réactions microchimiques effectuées sur les organismes
provenant de l’argile de Quenast ont comporté principalement
des essais aux acides, alcalis et oxydants, et des colorations his-
tochimiques réputées électives des principales substances orga-
niques des régnes animal et végétal. Ces colorations trés nom-
breuses et répétées pour chaque colorant dans différentes condi-
tions, ont porté sur une série de substances, constituants des
membranes cellulaires.

Parmi les constituants chimiques des parois squelettiques
cellulaires, on distingue des substances fondamentales et des
substances accessoires bien connues des cytologistes (14), (15),
(16).

Les premiéres sont répandues, soit dans tous les groupes
végétaux, soit dans les groupes animaux, et apparaissent dés le
début de la formation cellulaire; ce sont : les celluloses, les
composés pectiques, la chitine et la callose, toutes substances
du groupe des holosides qui se rencontrent seules ou le plus sou-
vent associées entre elles ou & des constituants accessoires. Les
secondes, plus ou moins répandues dans les tissus, n’apparais-
sent qu’ultérieurement, ce sont: les hémiceliuloses, la cutine,
la lignine et la. subérine.

L’ordre des essais effectués est le suivant:

1) Recherche du caractére organique ou inorganique de la
membrane.

2) Essais aux acides, bases et oxydants usuels.

3) Recherche de la chitine.

4) Recherche de la cellulose.

5) Recherche des composés pectiques.

6) Recherche de la callose.

7) Recherche de la lignine.

8) Recherche de la cutine et de la subérine.

D’une fagon générale, les tests examinés ont demandé un trai-
tement préalable, une fois isolés, pour devenir réceptifs aux
colorants histochimiques. Outre la nécessité de « désincrus-

(14) GuiLLIERMOND, A., MANGENoOT, (., PranTEror, L., 1933, pp.
358-363.

(15) Lisow, L., 1923, pp. 233-236.

(168) Mowrism, H., 1923, pp. 335-358.
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ter » (17) leur substance pour rendre & celle-ci sa susceptibilité
maximum, Pemploi d’éclaircissants énergiques s’est révélé indis-
pensable dans beaucoup de cas pour nettoyer les coques des
corps étrangers qui y adhéraient, ou, quelquefois, pour les dé-
pigmenter. Les meilleurs éclaircissants utilisés ont été 1’acide
nitrique, ’ean régale diluée, I’hypochlorite de soude, l’acide
perchlorique et le diaphanol (acide chlordioxyacétique).

Une excellente méthode consiste & traiter les spécimens pen-
dant un ou deux jours dans ’acide nitrique concentré ; aprés un
lavage & ’eau, puis & un aleali dilué (20 9), les coques d’Hys-
trichosphéres gonflent en expulsant tous leurs incrustats. Elles
reprennent leurs dimensions et leur aspect normal dans une solu-
tion alcoolique ou saline. Les coques, débarrassées ainsi de toutes
leurs impuretés, montrent une transparence parfaite.

1) RECHERCHE DU CARACTERE ORGANIQUE OU INORGANIQUE DR
LA MEMBRANE.

Par traitement au moyen d’une solution concentrée d’acide
fluorhydrique, & froid ou & chaud, j'ai pu isoler les coques
Q’Hystrichosphéres de 1’argile et vérifier ainsi qu’clles ne sont
pas silicifiées ni constituées d’une substance minérale courante.

Les fractions argileuses de I'opération de sédimentation trai-
tées directement par 1’acide, & froid, montrent aprés quelques
jours la disparition des particules phylliteuses, et aprés plu-
sieurs semaines, au cours desquelles I’acide est renouveié deux
ou trois fois la disparition des grains de quartz et d’autres
minéraux. A chaud, D'opération effectuée dans une capsule
@’argent ou de platine, au bain-marie, & la température de 60-
70° C., demande trois ou quatre jours. Le résidu de cette disso-
lution consiste en coques d’Hystrichosphéres, théques de Dino-
flagellés, grains de pollen et moules internes de Foraminiféres
accompagnés de débris végétaux.

La conservation des coques d'Hystrichosphéres aprés ce trai-
tement, le phénomeéne de gonflement qu’elles présentent aprés
le traitement aux oxydants et bases, leur élasticité, la grande
facilité avec laquelle elles se plissent ou se déchirent au cours
des manipulations font présumer avec une quasi certitude du
caractére organique de leur memdrane.

2) EsSAIS AUX ACIDES, BASES ET OXYDANTS USUELS.

L’action directe de bases concentrées ou diluées (soude,
potasse caustique, ammoniaque) ne montre aucune transfor-

(17) Au sens chimique.
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mation directement visible. L’emploi de la potasse caustique
concentrée rend les membranes plus fragiles et facilement déchi-
rables.

Les acides chlorhydrique, sulfurique et nitrique, employés soit
concentrés soit dilués, et, aprés une durée d’action variable,
n’ont montré aucune transformation ou attaque chimique direc-
tement visible., L’acide nitrique, A différentes concentrations,
pur ou mélangé i d’autres oxydants (liqueur de ScrHULZE)
exerce une action latente qui se révéle aprés traitement par une
solution alcaline suivie d’un lavage a 1’eau. Les membranes gon-
flent uniformément (en moyenne, d’un tiers & un septiéme de
leur rayon) par 1’action de 1’hypochlorite de sodium ou de la
soude caustique (20 9,); le phénomeéne est moins marqué avec
’ammoniaque, Aprés traitement par I’acide sulfurique, quel-
ques spécimens de H. articulatum lavés, puis imprégnés au
lugol ou au chlorure de zinc iodé ont montré un dessin super-
ficiel réticulé, polygonal, assez grossier. Cet aspect se maintient
aprés lavage alors que la teinte brune temporaire, due & ’iode,
a disparu. L’irrégularité du phénomeéne peut faire penser qu’il
s’agit 14 d’un artéfact mais rien ne le prouve.

3) RECHERCHYE DE LA CHITINE.

Scemipr, dans 1’étude des membranes cellulaires végétales,
et ScarvLzr dans celle des membranes animales, ont posé comme
hypothése qu’elles seraient constituées les unes et les autres
d’une substance fondamentale, ceilulose ou chitine, principale-
ment, en liaison avec d’autres substances « incrustantes » qui
masquent les premiéres. D’od la nécessité pour mettre en évi-
dence la substance principale de la démasquer, de la débarras-
ser de ses incrustes par l’action d’agents éclaircissants éner-
giques, tels que les oxydants (Traitement standard : acide nitri-
que — soude caustique, acide perchlorique, diaphanol). Ces
agents d’éclaircissement et de dépigmentation ont été employés
systématiquement dans la recherche de la chitine, de la cellu-
lose et de la callose. La chitine, substance cuticulaire des inver-
tébrés, se rencontre également chez certains Protistes et Cham-
pignons. C’est un polysaccharide azoté dont la recherche sur
des petits corps est difficile de par le caractére brutal des mé-
thodes proposées,
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Proprlétés de la chitine qu1 ont été 1echerchées Résultats

obtenus
Insolubilité dans: les acides minéroux dilués. . . . (+)
les alcalis concentrés . . . . . (+)
le réactif de ScAwEIZER. . . . . (+)
Solubilité dans: les acides minérauz concentrés . . (—)
Vhypochlorite de sodium concentré . (—)
Réaction de BRUNSWICK . . . . . . . . . . . (=)
Coloration de la chitosane. . . . (—)

Réaction de ScrurzE au diaphanol- chlorme (Ze zinec- wde

La réaction de ScruLzE caractérise la chitine et la cellulose
par la teinte violette qu’elle confére & ces deux substances. L’es-
sai au lugol et & I’acide sulfurique (réact. pe Russow) permet
ensuite de différencier ces deux substances en colorant la cellu-
lose en bleu et la chitine en brun plus ou moins foncé.

Essais de cette double coloration . . . . . . . . (=)

D’aprés R. Poronte (18) les chitines fossiles du Tertiaire
sont en général bien conservées, et, aprés traitement au dia-
phanol, elles répondent positivement 4 la réaction de ScHULZE.
Pour ce chercheur, il reste encore & trouver une bonne réaction
différentielle chitine-cellulose. D’aprés cet auteur, la chitine du
jais se colore par le vert lumiére ; or, dans I’essai que j’ai entre-
pris sur mon matériel, le résultat obtenu a été négatif.

4) RECHHRCHE DF LA CELLULOSE.

« D’une maniére générale, les réactions de la cellulose ne se
manifestent clairement qu’aprés transformation de cette sub-
stance sous V’influence des chlorures métalliques, des acides
minéraux et surtout des alcalis caustiques » (19). Ces agents
transforment la cellulose en hydrocelluloses sensibles aux solu-
tions iodées. Il est également nécessaire, lorsqu’on la suppose
imprégnée de substances incrustantes, lignine, ete., de la « dé-
masquer » par D’action d’éclaircissants. Les réactions colorées
de la ceilulose ont été effectuées aprés le traitement standard
et par le diaphanol quand le résuitat des premiers essais fut
négatif.

(18) PoronIg, R., 1924, p. 201.
(19) LanceroN, M., 1942, p. 1275.
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Propriétés de la cellulose qui ont été recherchées

Résistance aux alcalis dilués
aux acides dilués . ;
a la macération de SCHULZE.

Les agents oxydants transforment la cellulose en alca-
lis-celluloses solubles dans les alcalis:
JPhénoméne du gonflement .

Solubilité dans: le chlorure de zinc . :
V’acide chlorhydrique concentm :
la liqueur de SCHWRIZER .-

Essais des colorants iodés :

Coloration de la cellulose par: le chlorure de zinc iodé.
1’acide phosphoriquc iodé
la réaction de Russow .

Essais des colorants non iodés pour lesquels la cel-
lulose est reconnue ne présenter qu’une faible affinité :

En bain acide faible, coloration par: D’orseilline ..
le noir naphtol.

En bain alealin, coloration par:

le rouge congo ammoniacal.

le sel sodique de Vacide rosolique.
Vazurine potassique

le bleu de toluidine

9

Résultats
obtenus

(+)
(+)
(+)

(+)
(—)

(+ )_')
)
(=)
(+)

La cellulose est reconnue présenter une affinité forte pour ces

colorants.

Non coloration par 1’éosine alcooligue .
érythrosine .
la fuchsine ammomacale
la safranine alcoolique .
le rouge neutre . .
le bleu de méthyléne .

colorants habituellement retusés par la cellulose.

Coloration par actions successives de solutions satu-
rées d’acétate de plombd et de bichromate de potassium.

—)
(+)
(—)
(—)
)
(—)

(+)
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La cellulose pure ne se rencontre gu’exceptionnellement &
P’état fossile. En liaison avec la lignine, la cutine et la subérine,
elle se rencontre fréquemment dans les lignites et charbons ot
elle est généralement décelable par le réactif de ScEweZER et
les solutions iodées. La solution de chiorure de zine iodé colore
la cellulose en bleu, violet ou rouge, d’une facon trés variable,
mais Pemploi de’acide sulfurique et de I’iode (réact. pr Russow)
lui confére régulidrement une coloration bleue. Ces réactions
ne se manifestent ciairement qu’aprés ’action des agents oxy-
dants et particuliérement de la potasse caustique.

La. lignine et la subérine associées & la cellulose fossile sont
facilement détruites par oxydation et permettent les réactions
de celle-ci.

La cutine, dans la plupart des cas, empéche les colorations
par les solutions iodées. Chitine et ceiluloses fossiles se distin-
guent trés difficilement.

5) RECOERCHE DES COMPOSES PECTIQUES.
Propriétés des composés pectiques qui ont é&té Résultats

rech>rchés. obtenus

Colorations en milieu neutre ou trés faiblement acide.

Colorations par la safrenine . . . . . . . . . (=)
le blew de méthyléne. . . . . . . (=)
le rouge de ruthénium. . . . . . (+)
le rouge neutre . . . . . . . . (+)

Les composés pectiques ne sont pas colorés par:

les mélanges dodés . . . . . . . (+)
le rouge congo ammoniacal . . . . (+)
Les composés pectiques, pectose des tissus jeunes et pectates

des tissus adultes et vieux, n’ont jamais été signalés & 1’état
fossile.

6) RECHERCHE DE LA CALLOSE.

Ta callose est essentiellement caractérisée par ses propriétés
microchimiques. Comme la cellulose, elle ne manifeste pas tou-
jours directement les réactions colorantes, mais demande sou-
vent & subir un traitement préalable par les agents oxydants
ou par les alcalis caustiques pour la ramener & un état d’agré-
gation plus faible ol sa réceptivité est optimum.



DES COQUES D’HYSTRICHOSPHERES 11

Propriétés de la callose qui ont été recherchées Résultats

obtenus

Insolubilité dans Veaz . . . . . . . . . . . (+)
Talcool . . . N )

la liqueur de SCHWEIZER o oae s e ()

Insolubilité dans 1’ammoniaque, qui la gonfle et lui
communique une consistance gélatineuse:

Phénoméne du « gonflement» . . . . . . . . . (9
Solubilité forte dans: la soude ceustique . . . . . (—)
la potasse caustique . . . . (=)
Vacide sulfurique . . . . . (—)
le chlorure de calcium . . . {(—)

le bichlorure d’étain concentm (—)
Essais des colorants iodés:
Coloration par:

le chlorure de 2zimnc iodé . . . . . . . (—)

la réaction de Russow. . . . . . . . (=)

Vacide phosphorique todé . . . . . . . (—)
Aprés action du diaphanol, coloration par:

le chlorure de zinc i0odé . . . . . . . (—)

la réaction de Russow. . . . . . . . (=)

V’acide phosphorique i0dé . . . . . . . (=)

Les coques internes des Cératium enkystés et ’H. articulatum
prennent faiblement 1’iode sous cette forme et montrent une
coloration jaune d’or péle.

Essais des colorants non iodés :

Coloration par:

le blew coton . . . . . . . . . . . (+)
le picro blew coton . . . . . . . . . (+)
le blew @ Veau. . . R
le sel sodique de l’(wzde 1osohque

aprés action du diaphanol . . . . . . . (=)

La callose n’a jamais été signalée a4 ma connaissance 3 ’état
fossile.
7) RECHERCHE DE LA LIGNINE.

Parmi les réactions de colorations des membranes lignifiées,
les unes sont spécifiques de cette substance, d’autres communes
aussi & la cutine et & la subérine (=).
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Propriétés de la lignine qui ont été recherchées  Résultats

obtenus
Réactions caractéristiques de la lignification.
Coloration par:
le vert lumiére . . . e e e ()
la phloroglucine chIoHudnque e €
le sulfate d’aniline . . . e
la fuchsine ammoniacale (= ) e
la réaction de MavL . . . . (=)
le §’ amino-benzol sulfone acctannde (20) (=)
Réactions non électives de la lignification.
Coloration par:”
le vert d’iode (+) . . . . . . . . . (+)
le vert de méthyle . . . . . . . . . (+)
le wert malachite . . . . . . . . . .  (4)
le blew de méthylene (+) . . . . . . . (+)
la safranine (+) . . . . . . . . . . (+)
le réactif gemevois . . . . . . . . . (+)
le violet de gentiane, . . . . . . . . (+)

Suivant leur mode d’action les réactifs de la lignine se répar-
tissent comme suit (21) :

Réactifs agissant sur la lignine: phloroglucine chlorhydrique
et sulfate d’aniline.

Réactifs agissant sur les composés azotés qui accompagnent
la lignine: iode, fuchsine ammoniacale, vert d’iode, réactif
genevois.

Réactifs agissant sur les produits d’oxydation de la lignine :
réactif de Maur.

Les membranes lignifiées fossiles se prétent dans certains
cas & Uexamen microchimique. D’aprés R. PoroNie (22), seuls
les matériaux récents, tourbes et lignites quaternaires permet-
tent la recherche de la lignine. Ce n’est pas le cas pour les
tissus lignifiés des houilles carboniféres. Ces examens doivent
étre entrepris sans macérations préalables par les oxydants.
Alors, les réactions classiques, phloroglucine chlorhydrigue,

(20) CorTEsi, R., 1940, pp. 270-272.
(21) Couein, H., 1909, pp. 71-74.
(22) Poroxig, R., 1924, pp. 187-192.
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sulfate d’aniline et résorcine sont généralement positives. La
réaction de MauL, au permanganate-acide chlorhydrique, est
souvent difficile & cause de la superposition d’une teinte rouge
aux membranes lignifiées souvent brunitres. On peut alors
remplacer la soiution de permanganate par le réactif de Horr-
MEISTER (acide chlorhydrique-chlorate de potasse) ou un autre
oxydant. Cette réaction est positive pour les lignines; toutefois
les épidermes et les spores (cutine) prennent aussi parfois la
coloration. Le rhodanate de cobalt, d’aprés R. KrzUsEL (23)
colore 1a lignine en bleu d’une facon slre et réguliére ; par suite
de la teinte brune des tissus lignifiés, ceux-ci paraissent violacés.

8) RECHBRCHE DE LA SUBERINE ET DE LA CUTINBE.

Pour isoler des membranes les tissus subérifiés et cutinisés,
il est nécessaire de les traiter au préalable par des oxydants
forts. J’ai utilisé dans ce but I’acide nitrique (traitement stan-
dard) et le mélange chromique (acide sulfurique — acide chro-
mique).

Proprlétés de la subé1 ine qui ont été recherchées. Résultats

- obtenus

Insolubilité dans le réactif de Scmwrrzer. . . . . (+)
Résistance & ’acide chromique concentré . . . . . (+)
Vacide sulfurique . . . . . . . . . (+)

Réaction de HOHNEL . . . . . . . . « . . . (—)
Réaction de GiLsoN . . . T
Réaction de Vax WISSDLI\'GH s s o s ow ow s o5 s (=)
Coioration par: le vert diode . . . . . . . . . (+)
la fuchsine ammoniacale . . . . . (+)

le soudan IIT . . . . (—)

Coloration élective par le violet de yentiane ammomacal (=)
Le violet de gentiane, le vert acide, la chlorophylle et le sou-
dan IIT conviennent pour la coloration des parois ceilulaires
conservées & ’état fossile.
Propriétés de la cutine qui ont été recherchées Résultats
B obtenus

La cutine présente é, peu prés les mémes réactions que la subé-
rine:
Coloration par: le wert d’iode . . . . . . . . . (+)
la fuchsine ammoniacale . . . . . (+)

(23) KrzUser, R., 1929, p. 76.
(24) JENTYS-SZAFER, 1928, p. 8l.
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le chlorure de zinc todé. . . . . . (—)
la réaction de Russow . . . . . . (=)

Les membranes cutinisées et, particuliérement, celles consti-
tuant ’exine des grains de pollen (24) se colorent également par:

le blew de méthylénc . . . . . . (+)
la safranine . . . . . . . . . (+)
la chlorophylle . . . . . . . . (—)

Seul le traitement & la glycérine-acide chromique per-
met de distinguer la cutine de la subérine. Recherche
de la cutine . . . . . . . . . L o o . o0 (+)

Liége et cutine fossiles récentes se comportent assez sembla-
blement. Parmi les colorants, les solutions iodées, le violet de
gentiane, le vert acide, la chlorophylle et le soudan III sont em-
ployés avec succés pour colorer ces tissus. L’essai glycérine-
acide chromique reste une bonne réaction différentielle. D’une
facon générale, la cutine est plus résistante que le liége et peut
méme étre déceiée dans les charbons peu évolués (25).

RECHERCHE DR I’INDICE DE REFRACTION DES COQURS
D’HYSTRICHOSPHERES.

J’ai mesuré ’indice de réfraction d’une coque d’Hystricho-
sphaeridium salpingophorum par P’examen du déplacement de
la frange de Beck dans une série de liqueurs d’indice différent.

Le milieu liquide utilisé, dont I’indice était le plus voisin
de celui de la coque examinée, était un mélange de nitro-benzéne
et d’ester qui nous a permis de fixer V’indice de réfraction
d’Hystrichosphaeridium salpingophorum & 1,56 + 0,005, Ce

~

chiffre est inférieur & la premiére estimation faite par G. Dg-
FLANDRE (26) pour les coques d’Hystrichosphaeridées. D’apreés
Arsuki et Oxajyima (27), Pindice de différentes celluloses exa-
minées par eux varie de 1,515 & 1,595. I’écart de ces valeurs est
trop grand pour utiliser ces données comme cadre de détermi-
nation. D’autre part, I’indice de la lignine, qui est de 1,61 parait
trop élevé pour correspondre 2 celui des coques étudiées.

Pour employer utilement la méthode de mesure de l’indice
de réfraction, on manque de données exactes se rapportant a
des substances animales ou végétales pures et bien précisées.

(25) LeeravE, M., 1932, pp. 49-53.
(26) DerLANDRE, (3., 1938, p. 161.
(27) ATsURr et OrJrma, 1937, p. 360 in DEFLANDRE, G., 1938,
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CONCLUSIONS.

Les conclusions 3 tirer de 1’étude histochimique des coques
d’Hystrichosphéres sont déiicates; les résultats des essais effec-
tuées n’autorisent aucune déduction formelle.

La nature organique de ces tests admise, la recherche des con-
stituants des membranes cellulaires, telles que nous les con-
naissons actuellement, n’a montré pour aucune de celles-ci un
ensemble de caractéres positifs. Les essais de colorations, répu-
tées électives, présentent méme des caractéres contradictoires.

Toutefois, un certain nombre de constatations importantes,
qui demandent un examen critique, ont été faites:

1. La résistance aux réactifs d’attaque chimique, oxydants
et solvants alcalins, s’est montrée trés grande pour les trois
groupes d’objets étudiés: pollens, Dinoflagellés, Hystricho-
sphéres. )

2. Les colorants acceptés par les coques d’Hystrichosphéres
ont coloré celles-ci d’une fagon uniforme et réguliére. Rien ne
me permet de supposer qu’elles soient constituées de régions
différentes par leur nature ou que les membranes des coques
soient formées de 1’association d’une substance fondamentale
et d’une substance accessoire.

3. Le phénomeéne de « gonflement » est trés caractéristique
des microrganisme étudiés et se produit également, & des nuances
d’intensité prés, pour les trois groupes examinés.

4. L’observation la plus importante, et qui compléte en quel-
que sorte les constatations précitées, est le comportement iden-
tique vis-3-vis des réactifs essayés des grains de pollen, theéques
de Dinoflagellés et coques d’Hystrichosphéres.

Comme interpréter ces faits ?

La grande résistance des tests vis-3-vis des réactifs essayés
ne trouve pas d’explication immédiate. Il se pourrait que le
vieiliissement des coques, aprés enfouissement, se soit fait dans
des conditions trés bonnes pour la protection de celles-ci, et
dues & la compacité et & 1’imperméabilité de 1’argile. La ma-
tiére organique aurait évolué & I’abri des agents extérieurs et
“des altérations presque en vase clos, et aurait atteint ainsi un
degré d’agrégation élevé (Polymérisation).

La grande résistance de ces tests semble exclure, & priori,
pour leur composition un certain nombre de constituants cellu-
laires fragiles peu ou pas connus & 1’état fossile: la callose, les
hémicelluloses et les composés pectiques. La chitine, les cellu-
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loses, la cutine et la subérine, qui présentent une bonne résis-
tance aux altérations, sont connues dans des sédiments anciens
d’age varié.

La callose, qui existe d’aprés Manein sous différents aspects,
serait une substance assez voisine des celluloses. Connue dans
les tissus épidermiques de Phanérogames, dans les pollens de
Coniféres et de Cypéracées, elle est également abondante chez
les Thallophytes. Les filaments mycéiiens et les organes de fruc-
titication des champignons, particuliérement des Péronosporées,
en récélent assez bien. Elle est présente aussi dans les mem-
branes de Lichens et de Mucorinées. La callose n’a pas été signa-
lée & 1’6tat fossile. Sa trés faible résistance vis-a-vis des alcalis
semble exclure sa présence dans les tests é&tudiés.

Les hémicelluloses sont des holosides peu condensés, peu
résistants 4 ’hydrolyse et aux lessives caustiques. On peut les
considérer comme des celluloses & 1’état naissant (28). Ces sub-
stances sont connues dans les membranes de nombreuses graines,
dans les tubes criblés et le liber des Phanérogames, chez les
algues, dans les parois des spores de champignons et de Muco-
rinées. Ce sont souvent des substances de réserve, fragiles, qui
ne doivent pas se conserver i 1’état fossile.

Les composés pectiques (pectose des tissus jeunes unis & la
cellulose et aux pectates intercellulaires des tissus vieux) sont des
substances colloidales, pius ou moins solubles dans 1’eau et
facilement altérables, non susceptibles, semble-t-il, de fossili-
sation.

La subérine offre une assez bonne résistance aux réactifs d’at-
taque et est connue comme liége dans les sédiments anciens.
Cette substance joue un réle protecteur dans les tissus vieux
des branches et racines; elle ne semble pas devoir trouver place
dans les membranes des organes ou organismes étudiés.

Chitine, ceiluloses et cutine offrent une assez grande résis-
tance aux attaques chimiques et se fossilisent bien, Par 14 leurs
chances sont égales, de ce seul point de vue, pour avoir parti-
¢ipé 3 la constitution des coques d’Hystrichosphéres.

Les celluloses, caractérisées par 1’état de condensation de leur
molécule et subséquemment par leur résistance aux agents chi-
miques, présentent le groupe des oxycelluloses (29) comme ré-
pondant le mieux aux caractéres des celluloses fossiles, La eu-

(28) DurARQUE, A., 1927, p. 408.
(29) DupARQUE, A., 1927, p. 410.
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tine, par son roéle essentiellement protecteur, est la mieux
adaptée des substances membraneuses A la conservation fossile.
La grande résistance des coques d’Hystrichosphéres rappelle
celle de la cutine.

Les colorations effectuées se sont montrées uniformes et régu-
lidres sur toutes les parties du test. Les coques d’Hystricho-
sphéres semblent donc bien composées d’une seule couche. Ja-
mais je n’ai observé la séparation physique de couches lamel-
leuses différentes ou des colorations différentes suivant les
régions du test. La coloration des substances diverses d’une
méme pidce est obtenue habituéllement par des mélanges de
colorants, suivis de différenciations et de lavages appropriés.
Ces nombreuses opérations sont pratiquement irréalisables sur
des microfossiles, mais elles vérifieraient ou non la valeur de
notre observation.

Une interprétation du phénomeéne de « gonflement » qui me
parait plausible est la suivante. Dans 1’hypothése d’une compo-
sition cellulosique des coques d’Hystrichosphéres, leur test
comme ceux des Péridiniens, serait composé d’oxy- ou d’hydro-
cellulose (30). En ce cas 1’action d’un agent oxydant dégrade
la molécule & un état d’agrégation plus faible. L’action d’une
solution alcaline aqueuse, puis aqueuse seule forme une combi-
naison hydratée de la celiulose (hydracellulose) avec gonfle-
ment de cette substance. Il me semble pas qu’il y ait au cours
de cette transformation, chez les Hystrichosphéres, formation
d’alealis-celluloses, c’est-d-dire formation de celluloses solubles
dans les alcalis. Le gonfiement et le dégonflement des coques
peut étre répétés de nombreuses fois sans qu’il y ait, appa-
remment, perte de substance par dissolution dans 1’alcali. Il
faut noter toutefois que le gonflement est d’autant plus pro-
noncé que la solution alcaline est plus concentrée et son action
plus prolongée. I.e gonflement des grains de pollen est moins
prononcé,

D’aprés E. STRASBURGER (31), l’exine des grains de pollen
est une membrane cutinisée; I’intine étant composée, d’aprés
L. Mancin (32), de substances pectiques et de cellulose. Ce
schéma de structure serait variable pour J. JENTYS-SzAFER (33).
Cet auteur a vérifié avec soin D’assimilation de 1’exine i la

(30) DupARQUE, A., 1927, pp. 405-410.
(31) STRASBURGER, E., 1897, pp. 525-5927,
(32) Mancin, L., 1889, p. 283.

(83) JENTYS-SZAFER, 1928, p. 78.
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cutine et ’a confirmée; par contre, il n’a jamais pu déceler la
présence de cellulose dans les espéces qu’il a étudiées. Nos con-
naissances sur 1’état des membranes de pollens fossiles et leurs
réactions chimiques sont trop peu développées pour qu’il soit
possible d’interpréter leur gonflement aprés le traitement au-
quel ils ont été soumis.

Le comportement identique des pollens, Hystrichosphéres ef
Dinoflagellés, comparées & celles des réactifs essayés est, dans
I’état actuel de nos connaissances tout aussi difficile 4 expliquer.
Indépendamment de la valeur spécifique des colorants essayés,
leurs réactions vis-A-vis de membranes originellement trés diffé-
rentes, comme celles des Dinoflagellés et des pollens, montrent
que leurs substances, celiulose et cutine, sont arrivées par fos-
silisation a un état trés voisin les uns des autres. Cette trans-
formation leur a communiqué des susceptibilités identiques vis-
A-vis des réactifs essayés et, en particulier, des colorants. Qu’il
s’agisse, en fait, d’une substance pure ou d’une association
(parois squelettiques plus incrustats) les colorations obtenues
ne permettent aucune conclusion sur la nature exacte des mem-
branes d’Hystrichosphéres.

Au terme de cette étude, je ne puis que faire miennes les con-
clusions de DEFLANDRE (10) et les élargir méme, car il y a trois
possibilités d’interpréter 1’insuccés de 1’application des mé-
thodes histologiques au plancton fossiie:

1. Les methodes usuelles de détermination des membranes
cellulaires demandent des modalités d’application ou des pro-
cédés nouveaux pour déceler les constituants du piancton fos-
sile.

2. Ces substances fossilisées ont subi un état de transfor-
mation (agrégation, polymérisation) qui ne rend plus recon-
naissables les formes originelles.

3. Des substances nouvelles ou peu connues des cytologistes,
constituent les membranes de ces Dinoflagellés et Hystricho-
spéres.

Quoi qu’il en soit, ’application systématique des recherches
histochimiques aux innombrables formes du plancton actuel
réservera, sans doute, bien des surprises et bien des découvertes.
Ce n’est qu’ensuite que les recherches pourront étre étendues
avec fruit aux microfossiles.

Mus£E ROYAL D'HISTOIRE NATURELLE DE BELGIQUE.
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