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1940 Vol. 22 Janvier-Fevrier

LES OBJECTIFS ULTRAMICROSCOPIQUES

A REFLECTEUR INTERNE

et leurs applications ä la biologie
et aux autres sciences

PAR

Ch. SPIEKER
(avec 2 figures et 12 planches).

En 1926 nous avons publie dans ce periodique un article
intitule « Un nouvel ultramicroscope & eclairage bilateral» ou

nous decrivions un objectif ultra-microscopique ä immersion
dont la lentille frontale etait munie en son centre d'un minuscule
reflecteur metallique.

Dans son livre intitule « Protoplasm», paru en 1936, comme
aussi dans quelques publications anterieures, Wm. Seifriz1

(Philadelphie) a donne une description detaillee de cet objectif,
en le designant par le nom de « Spierer lens », et il y a egale-

ment decrit certaines structures typiques qu'il a observees

dans les membranes cellulosiques et dans le protoplasme
vivant, ä l'aide de ce meme objectif. Quand on emploie pour
l'observation l'objectif ä reflecteur central, l'objet se trouve
eclaire parallelement ä Faxe optique, ou ä peu pres, et per-
pendiculairement aux surfaces principales de la preparation.
Cet eclairage perpendiculaire donne de bons resultats dans de

tres nombreux cas; mais avec certains objets & structures
lineaires excessivement fines il y a interet, pour ameliorer le

1 Cf. index bibliographique ä la fm de cette note.
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pouvoir de resolution de l'objectif, ä rendre l'eclairage plus
ou moins oblique; ceci peut etre obtenu facilement en deplagant
excentriquement la pupille du diaphragme-iris place sous le

condensateur Abbe; mais alors une partie au moins du faisceau

eclairant passe ä cote du reflecteur central et le champ visuel,
de noir qu'il etait, devient gris fonce, puis gris clair et finale-
ment tout-ä-fait clair, suivant que l'obliquite de l'eclairage va
en augmentant. L'effet obtenu en pared cas est une resolution
parfois meilleure, mais aussi une diminution tres notable des

contrastes entre clair et sombre, done un affaiblissement de

la visibility, par suite de l'eclairement du champ oü les details
de l'image sont submerges sous un flot de lumiere.

Afin de pouvoir realiser un eclairage oblique avec des objec-
tifs du type decrit, tout en conservant le fond noir ou gris
fonce si favorable aux contrastes d'ombre et de lumiere, nous

avons construit un objectif ä immersion dont la lentille frontale

porte un minuscule reflecteur metallique situe excentrique¬

ment, comme le montre schematiquement
la figure 1, dans laquelle a represente la
lentille frontale, b le reflecteur, c le

rayon eclairant qui frappe le reflecteur,
lequel le renvoie sur l'objet, d et f les

rayons diffractes qui poursuivent leur
chemin dans l'objectif, e l'objet micros-

copique sous examen.
Les rayons eclairants, tels que c, etant

interceptes par le reflecteur excentrique

jijg I cfui les renvoie sur l'objet, le champ
visuel reste obscur; tandis que les rayons
diffractes ou diffuses par l'objet, faisant

un certain angle avec le rayon eclairant, passent ä cote du

reflecteur ou autour de lui, penetrent dans le microscope et
donnent lieu ä la formation de l'image microscopique qui est

vivement lumineuse sur un fond noir ou gris.
Un moyen plus simple, quoique moins eflicace, de realiser

l'eclairage oblique en fond noir tel que nous le recherchons

consiste ä placer dans la pupille du porte-objectif, juste au-
dessus du Systeme de lentilles, un disque de verre plan, portant
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assez loin de son centre une tache noire et ronde formee par
une goutte de vernis noir.

La figure 2 illustre schematiquement ce dernier dispositif:
a y represente la lentille frontale, b le disque de verre plan,
c la tache noire, d le rayon eclairant qui est intercepts par
la tache noire, e et / des rayons diffrac-
tes dans l'objet, qui traversent l'objectif,
g l'objet microscopique.

Avec chacune des methodes illustrees

par les figures 1 et 2 on peut obtenir des

resultats interessants sur certains objets
sub-microscopiques avec lesquels les pro-
cedes usuels d'eclairage sont inefficaces au

point de vue de la visibility des structures

et de la nettete des images.
Les planches ci-jointes sont des repro- Fig 2

ductions de microphotographies destinees

a illustrer les resultats qu'on peut obtenir
avec les differentes sortes d'objectifs microscopiques que nous
venons de decrire.

Le haut de la planche I represente la valve de la diatomee
Nitzschia Curvula, ä un agrandissement de 3240 diametres,
photographiee en fond noir avec un objectif ä reflecteur excen-

trique construit selon la figure 1. L'objectif ä reflecteur central
ne donne pas une resolution convenable de cette diatomee en
fond parfaitement noir, mais il la donne en fond gris-clair,
c'est-ä-dire avec un faisceau d'eclairage plus ouvert.

Le haut de la planche II represente une portion de la meme
diatomee ä un agrandissement superieur (6.000 X) toujours
en fond noir. Au bas de la meme planche on revoit la meme

diatomee, meme agrandissement, mais prise en fond clair avec

un objectif ä immersion normal. Comme il a ete affirme dans

un sens beaucoup trop general que les objectifs ä reflecteur
interne donnent une fausse resolution, consistant ä doubler
dans l'image le nombre de stries existant reellement dans un
objet microscopique, cette planche est destinee ä prouver que
le dedoublement des stries n'est en tout cas pas un phenomene
general; le nombre des rangees de perles (stries) est en effet
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le meme dans les deux photos de la planche II. Nous n'avons

pu constater un dedoublement des stries dans l'image micros-
copique que dans le eas de certains reseaux artificiels, consti-
tues par des lames de verre rayees tres finement par une pointe
d'acier. Nous n'avons pas eu l'occasion d'observer ce
dedoublement avec des reseaux naturels, comme ceux qui existent
dans la structure des valves de diatomees (Pleurosigma,
Surirella, Nitzschia, Amphipleura) ou dans les membranes

cellulosiques.
Le bas de la planche I montre ä un grossissement de 50 dia-

metres une partie de l'aile du papillon Hipparchia Janira;
on voit que l'aile est recouverte de minuscules ecailles qui se

chevauchent comme les tuiles sur un toit. La planche III
represente deux de ces ecailles ä un grossissement de 1500 dia-
metres. La figure du haut a ete prise avec un objectif normal
ä immersion, en fond clair; celle du bas avec un objectif ä

immersion ä reflecteur excentrique et en fond noir. On remar-
quera que la resolution est correcte dans le cas du fond noir
et qu'il n'y a pas de multiplication du nombre des petites
stries transversales par rapport ä l'image en fond clair.

La planche IV represente deux cellules epitheliales de la
bouche dont l'une seulement, la plus grande, etait dans le

plan focal de l'objectif au moment oü la microphotographie
a ete prise. Ces cellules ont ete photographiees en fond noir
avec un objectif ä reflecteur central, ä un grossissement de

2700.

Sur la planche V on voit une autre cellule epitheliale, egale-
ment agrandie 2700 fois, et photographiee en fond noir avec

un objectif ä reflecteur excentrique, done en eclairage legere-
ment oblique. Le milieu d'inclusion est une goutte de salive.

Ces deux photographies montrent dans le cytoplasme une
structure filamenteuse qui a ete observee dans une variete de

cellules animales et vegetales ä l'etat naturel, e'est-a-dire non
fixees; le nom de nematoplasme a ete propose pour cette

partie plus dense, plus elastique et filamenteuse du proto-
plasme qui est un colloide micellaire; et le nom d'hygroplasme

pour la partie moins dense et plus fluide qui est un colloide
moleculaire optiquement vide, retenu entre les mailles du
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Nitzschia curvula et aile de papillon.
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Nitzschia curvula.
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Ecailles de l'aile de papillon.
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Cellule epitheliale de la bouche.



Gelification de la gelatine.
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Pellicule de bulle de savou.
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Cellule epitheliale de la bouche.
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Cristaux naissants de XaCl.



Lamelles ultra-minres de \aCl.



A REFLECTEUR INTERNE 21

reseau nematoplasmique. Le nematoplasme des cellules k l'etat
iiaturel correspond au spongioplasme, au kinoplasme et au
reticulum constates dans les cellules coagulees par la fixation;
et l'hygroplasme correspond ä l'ancien hyalopiasme et k

l'enchylema. II y a done assez de ressemblance entre les structures

cytoplasmiques constatees in vivo et Celles qui resultent

apres fixation; la coagulation provoquee par les bains fixateurs
se produit generalement le long de lignes preetablies par
l'architecture naturelle des cellules; mais il est evident que la
coagulation, surtout si elle est trop violente, peut donner lieu
ä des deformations et k des regroupements artificiels; en tous
cas eile tue la cellule et nous empeche de suivre les mouvements
du nematoplasme dont la configuration change lentement et
continuellement pendant la vie cellulaire.

II y a aussi une analogie de structure entre le nematoplasme
et les filaments chromatiques (spireme, etc.) du nucleoplasme;
quant aux rayons de Faster et aux filaments achromatiques
du fuseau, chez les cellules en etat de division, ils ne sont

autre chose que du nematoplasme dispose et Oriente dans un
certain ordre en vue d'une fonction speciale; car, nous 1'avons

dejä signale, le nematoplasme vivant n'est pas immobile;
e'est une charpente mobile qui se monte et se demonte elle-

meme, construit les dispositifs necessaires k toutes les phases
de la vie cellulaire (certaines vacuoles, les alveoles, plasmo-
desmes, pseudopodes, canaux pour la circulation protoplas-
mique, asters, fuseaux, etc.) et les demolit lorsqu'ils ont cesse

d'etre utiles. Ainsi, ä titre d'exemple, la planche VIII nous

montre une quatrieme cellule epitheliale, dans laquelle le

nematoplasme a ete surpris en train de commencer la construction

de nombreuses vacuoles spheriques en se pelotonnant en

une demi-douzaine de pelotes creuses dont les cavites ont fini

par constituer autant de vacuoles bien nettes; toute 1'operation
a dure environ une heure et demie.

De meme que, dans le noyau, ce sont les elements filiformes
(spireme et chromosomes) qui ont une importance capitale
dans des fonctions aussi essentielles que la multiplication et

l'heredite, de meme, dans le cytoplasme, ce sont les filaments

nematoplasmiques qui jouent les principaux roles. On peut,
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en effet, constater par des observations prolongees et repetees
de la meme cellule vivante que le filament nematoplasmique
est doue de presque toutes les proprietes que possedent les

organites filiformes des cellules les plus specialises dans leurs

fonctions: il a la motilite qui se retrouve sous une forme plus
accentuee chez les oils vibratiles et les flagelies; il a l'irrita-
bilite et la conductibilite des fibres nerveuses; il a la contrac-
tilite elementaire que manifestent plus fortement les fibrilles
musculaires; il est ä l'interieur de la cellule un constructeur
de charpentes et de parois comme les fibres du tissu conjonctif
par rapport ä un organisme; et, pour finir, il y a des probability

pour qu'il soit l'agent du metabolisme cellulaire.
La structure nematoplasmique se retrouve aussi dans les

cellules vegetales, comme le montrent, ä titre d'exemple, les

planches IX et X oü l'on voit une goutte de protoplasme
extraite de l'extremite d'un tube pollinique naissant et encore
court de Lilium, par sectionnement du tube et compression de

son extremite entre la lame et la lamelle, sans adjonction
d'eau ni d'un autre liquide; le grain de pollen en question
avait commence sa germination sur de la gelee d'agar sucree.

II s'agit lä d'une experience dejä ancienne faite d'apres les

indications de Wm. Seifriz. Sur la planehe IX la goutte pro-
toplasmique est moins aplatie que sur la photo de la planehe X
qui a ete prise quelques secondes plus tard, lorsque par l'effet
d'une nouvelle compression la couche de protoplasme etait
dejä d'epaisseur unimicellaire.

Les deux microphotographies ont ete prises avec le meme

objectif ä reflecteur central, en fond noir, ä un grossissement
de 2700.

La structure du protoplasme vivant peut aussi etre mise en
evidence par la microphotographie aux rayons ultra-violets, le

nematoplasme etant beaucoup plus absorbant pour ces rayons
que l'hygroplasme; cependant l'emploi des objectifs ä reflecteur

interne conduit aux memes constatations par des moyens
plus simples et beaucoup plus commodes.

Nematoplasme et hygroplasme reunis forment le crypto-
plasme de Seifriz, ainsi denomme parce que ses deux consti-
tuants sont difficiles ä distinguer optiquement et ä tout moment
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dans la cellule vivante; le meme auteur denomme phanero-
plasme les innombrables gouttelettes d'une emulsion tres fine

qui sont ultra-microscopiquement yisibles et toujours presentes
dans le protoplasme. Ces gouttelettes nous semblent etre en

general adsorbees tout le long des filaments nematoplasmiques
dont la tension les etire souvent en leur donnant 1'aspect de

bätonnets aux extremites arrondies. La presence de ces

gouttelettes le long des filaments contribue ä leur donner une appa-
rence de discontinuite qui est surtout visible dans la cellule
de la planche IV et celle de la planche VIII. Sur la planche V
les discontinuity sont moins visibles ä cause de l'obliquite de

l'eclairage. La structure filamenteuse du protoplasme vivant
a ete en premier lieu decrite par Wm. Seifriz dans de nom-
breuses publications, notamment dans son livre « Protoplasm »

oü le sujet est traite in extenso.

Seifriz y compare le protoplasme au lait, qui contient trois
systemes distincts mais intimement associes, c'est-a-dire une
emulsion de graisse, une dispersion d'unites fibreuses suscep-
tibles de former un caillot, et une solution de divers sels et
autres substances qui penetre le tout.

Le plasma sanguin Supporte aussi la comparaison avec le

protoplasme et avec le lait, etant un compose des systemes
serum et fibrinogene auquel s'ajoute le plus souvent, sinon

toujours, une emulsion tres fine de graisse.
II y a done une certaine homologie entre les fibrilles de

la paracaseine, les filaments de fibrine, et le nematoplasme
cellulaire.

L'importance vitale attribuee au nematoplasme cadre aussi

tres bien avec la «Biocondensation Hypothesis» de B. J. Luyet
(St. Louis, U.S.A.) selon laquelle la vie aurait pour veritable
substratum les elements les plus denses du protoplasme cellulaire

et nucleaire.
II y a, cependant, deux faits tres importants qu'il ne faut

pas perdre de vue: le premier e'est que les elements filiformes
visibles du protoplasme ne representent qu'une fraction de sa

masse totale; le deuxieme e'est que ces memes elements

morphologiques apparaissent et parfois se resorbent dans la
masse protoplasmique qui presente tres frequemment sous le
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microscope un aspect homogene, abstraction faite de ses

inclusions.
Rien que ces deux faits conduisent ä la supposition que

1'architecture visible du protoplasme derive des proprietes
d'une structure plus subtile et amicroscopique de toute sa

substance. Et cette supposition acquiert un fondement solide

si, comme l'a fait Frey-Wyssling, on etudie l'ensemble des

proprietes physico-chimiques du protoplasme par les divers

moyens d'investigation dont dispose la science moderne: etude
des proprietes chimiques et des caracteres stereo-chimiques,
emploi de la lumiere polarisee et des rayons X, recherches sur
l'elasticite, la viscosite, la permeabilite, etc. Les travaux de

Frey-Wyssling aboutissent ä la conclusion que le protoplasme
manifeste dejä ä l'echelle moleculaire une structure reticulaire
plutot labile constitute par un arrangement des molecules

filiformes de l'albumine; la partie aqueuse du protoplasme
remplit les mailies de ce reseau moleculaire.

Dans les photos de cellules que nous publions ici les noyaux
n'apparaissent pas nettement parce que la mise au point a

ete reglee de fatjon ä obtenir une vue aussi claire que possible
de la structure granulo-filamenteuse du cvtoplasme; on peut
cependant, avec les objectifs ä reflecteur interne, observer la

micro-structure naturelle des noyaux dans des conditions
satisfaisantes, en tant qu'il s'agit dp cellules Vivantes, ou du

moins de cellules ä l'etat normal, sans fixation ni coloration.
La planche VI montre, ä un grossissement de 1500, deux

Stades differents de la gelification d'un sol de gelatine extreme-
ment pure, clarifiee par electro-osmose et ne donnant aucune

cendre, dissoute dans de l'eau tri-distillee, ä raison de cinq

pour cent. Les photos ont ete prises en fond noir avec un

objectif ä reflecteur central.
Le sol est au debut de l'experience optiquement vide et

constitue, nous semble-t-il, un colloide moleculaire. Lorsque
la gelification commence il y a condensation de la substance

dispersee en de tres nombreux points de la couche liquide et
de ce fait formation de micelles d'aspect spherique qui ont

une tendance tres marquee ä s'aligner en rangees souvent

paralleles, mais qui se coupent parfois ä des angles quel-
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conques. Les rangees prennent d'abord l'aspect discontinu de

chapelets mais fmissent par ressembler ä des fibrilles continues

quand la gelification est plus avancee. Ces chapelets ou fibrilles
s'incurvent tres souvent et s'enroulent autour de minuscules

vacuoles qui contiennent de la gelatine plus dispersee, restee

ä ['etat de collo'ide moleculaire liquide; dans le cas du xerogel
le liquide intermicellaire se solidifie aussi par dessication et,

comme les densites sont alors reparties dans la masse, d'une
facon plus uniforme, le corps semble redevenir optiquement
vide, tant que la couche observee est relativement epaisse;

mais, dans des lamelles extremement minces, c'est-ä-dire uni-
micellaires, de xerogel, la structure discontinue que nous avons
decrite peut etre rendue visible, ä la condition que le milieu
d'inclusion soit l'air.

L'ouvrage de Wo. Ostwald,« Licht und Farbe in Kolloiden »,

contient des microphotographies de lamelles de gelatine,
traitees par 1'alcool ou par l'acide chromique pour en diffe-
rencier les structures, et dont l'aspect ressemble beaucoup ä

celui de la planche VI.
II y a lieu de faire remarquer ici la grande analogie existant

entre les filaments de la gelatine et le nematoplasme, comme
aussi entre la gelatine intermicellaire liquide et l'hygroplasme.
Dans les deux cas le passage de l'etat de sol ä l'etat de gel
est reversible: en effet, dans les cellules Vivantes le nematoplasme

n'est pas toujours visiblement present; et quand il
s'est forme (par une gelification plus avancee du protoplasme)
il peut de nouveau disparaitre, optiquement parlant, par le

passage ä un etat de gelification moindre.
Un autre cas de ressemblance frappante entre structures

colloidales inertes et structures Vivantes nous est fourni par
les cellules artificielles de Fernand Chodat qui sont remplies
d'une liqueur cupro-albumineuse. Lorsque l'eau qui constitue
le milieu exterieur a penetre dans une des ces cellules ä travers
sa membrane semi-permeable, on observe sous le microscope
une structure interne qui se presente de maniere constante.
Des centres se forment ä partir desquels rayonnent des filaments
de matiere en voie de coagulation qui imitent de tres pres les

figures designees sous le nom d'aster chez les cellules Vivantes.

Archives. Vol. 22. — Janvier-FAvrier 1940. 3
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Une structure fibro-granuleuse caracterise aussi les gels de

savon, examines en lamelles extremement minces; on y constate
des micelles plus ou moins allongees, ou cristallites, qui, se

joignant bout ä bout, forment des filaments parfois incurves;
ces derniers, en se rangeant les uns ä cote des autres, constituent

des lamelles par une sorte de feutrage souvent tres
regulier.

La planche VII est la microphotographie de la pellicule
d'une bulle de savon ä son endroit le plus mince et juste avant
son eclatement. A l'endroit Photographie la pellicule etait si

tenue qu'elle ne contenait qu'une seule couche de micelles dans

son epaisseur; si eile n'etait pas monomoleculaire eile etait en

tout cas unimicellaire; son epaisseur pouvait done varier
suivant le cas entre 4,5 millioniemes de millimetre au minimum
(suivant Jean Perrin) et 0,25 milliemes de millimetre au maximum.

La microphotographie a ete prise avec un objectif sec

ä reflecteur central ä un grossissement de 1500.

Les planches XI et XII presentent des exemples de micro-
structures cristallines etudiees ä l'aide de l'objectif ä reflecteur
excentrique, ä un grossissement de 1500 diametres. II s'agit
de cristaux lamellaires excessivement minces de chlorure de

sodium obtenus par evaporation lente d'une solution tres faible
ä 1'alcool. Les lamelles ont une epaisseur de quelques millimicrons

seulement, et comme elles resultent de l'evaporation d'une
solution ä 1'alcool elles sont anhydres au moment de leur
formation, ce qui favorise la visibility des details de structure les

plus fins.
Pendant l'evaporation de 1'alcool on assiste ä tous les Stades

ultra-microscopiquement visibles de la cristallisation qui debute

par l'apparition soudaine de nombreux points brillants et puis
d'elements lineaires tres fms et tres allonges qui se disposent
parallelement; ces filaments presentent le plus souvent un
aspect discontinu comme s'ils etaient constitues par un ali-
gnement de points materiels qui sont, certainement, des

elements cristallins ultramicroscopiques de dimensions non mesu-
rables et de forme indeterminable, probablement des cubes

infmiment petits. Entre ces premieres fibrilles en apparaissent
constamment de nouvelles qui conservent en general un paral-



A REFLECTEUR INTERNE 27

lelisme regulier avec les premieres nees; cependant on constate

parfois des irregularites exceptionnelles dans ce parallelisme.
La planche XI montre ce Stade p reliminaire de la cristalli-

sation.

Lorsque cette premiere trame s'est formee le phenomene se

precipite et presque instantanement l'espace qui etait encore

optiquement vide se remplit de particules granulo-lineaires si

nombreuses et si serrees qu'on a de la peine ä les discerner;
toutefois la disposition symetrique de ces structures se reconnait
encore pendant un moment.

La placnhe XII montre ce stade plus avance de la cristalli-
sation.

Dans la suite les lamelles primitives vont en s'epaississant

par la formation de nouvelles couches cristallines qui se super-
posent aux premieres; et comme les images ultra-microsco-

piques de ces couches se superposent aussi, on arrive assez vite
ä la confusion de toutes ces interferences et le cristal plus epais

apparait finalement homogene.
De cette etude resultent deux constatations interessantes:

premierement que l'architecture moleculaire d'un cristal, c'est-
ä-dire son reseau de Bravais, est souvent soutenue par une
sorte de charpente de dimensions colloidales qui obeit aux
memes lois de symetrie que la structure amicroscopique;
deuxiemement qu'il existe une similitude frappante entre la
methode architecturale que la Nature emploie pour ses

constructions cristallo'ides et celle qu'elle adopte pour la formation
des systemes colloides, les gels en particulier.

Schrön avait dejä emis l'hypothese, il y a une vingtaine
d'annees, que la formation des cristaux s'effectuait en trois
phases successives: granuleuse, filamenteuse et homogene. Nos

observations confirment l'exactitude de son opinion. Lorsqu'on
observe en fond noir des lamelles cristallines ultra-minces d'un
sei hygroscopique exposees ä l'air, done non recouvertes par
une lamelle de verre, on peut constater un autre phenomene
curieux en prenant la precaution de proteger la preparation

par un ecran approprie contre la souffle humide de l'observateur.
Le champ microscopique noir, rempli par les structures

brillantes du cristal, subit ä chaque endroit des fluctuations
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rapides et rythmiques de luminosite, c'est-ä-dire de visibilite
des structures. Pendant qu'un petit secteur du champ s'illumine
un secteur voisin s'obscurcit et ces alternatives de luminosite
et d'extinction se succedent comme un fourmillement dans

toute l'etendue du champ. Entre deux obscurcissements du

meme endroit il se passe de une & trois secondes, et les zones de

luminosite differente diminuent ou augmentent d'etendue sans

avoir de contours definis.
La seule explication qui se presente c'est qu'on assiste aux

fluctuations du nombre de molecules d'eau presentes ä tout
moment dans un tres petit volume d'air au voisinage immediat
de la preparation. Lorsqu'un nuage plus dense de ces molecules
s'abat sur une portion minime de la lamelle cristalline il est

immediatement happe par les particules hydrophiles du sei qui,
ä ce moment, perdent leur visibilite par hydratation, l'eau
remplissant les espaces intergranulaires a la place de l'air sec

qui s'y trouvait. Ensuite, sous 1'effet de la chaleur degagee par
l'eclairage microscopique l'eau intergranulaire s'evapore et la
structure redevient visible ä cet endroit jusqu'ä ce qu'un
nouveau nuage moleculaire d'eau trappe la meme zone. Les

alternances locales d'illumination et d'obscurcissement corres-
pondraient exactement aux fluctuations des molecules d'eau
dans la pellicule d'air adherant ä la surface cristalline.

L'observation de ce phenomene est considerablement facilitee
si Ton diminue le grossissement microscopique jusqu'ä deux
cents et meme jusqu'ä cent diametres. II y a interet, en ce cas,
ä se servir pour l'observation d'un simple objectif sec n° 3 et
ä eclairer la preparation en fond noir avec le condensateur Abbe
muni d'un ecran ä fente circulaire place dans l'ouverture du
porte-diaphragme. La preparation se trouve alors eclairee obli-
quement et coaxialement par un cone creux de lumiere et le

fond reste noir.
Avec ce dernier dispositif on ne discerne plus bien les details

de structure mais, par contre, le champ visuel etant
considerablement plus grand les fluctuations se voient tres distinc-
tement.

L'apparition du phenomene depend evidemment des conditions

d'humidite et de temperature de l'air ambiant. Nos obser-
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vations ont ete faites sur des lamelles ultra-minces et nues de

chlorure de sodium arrivees au stade represents par la

planche XII, au mois de novembre, par temps humide, mais
dans une piece fermee chauffee constamment ä 21 degres. Pour

l'eclairage de la preparation nous avons employe une petite
lampe electrique ä filament court, aussi bien avec les objectifs
forts qu'avec les objectifs faibles; cet eclairage est necessaire

pour toutes les observations decrites ici, qui ne peuvent pas
bien reussir en lumiere diffuse ou diurne. Pour proteger les

yeux contre une lumiere trop eclatante pendant la preparation
des experiences on peut se servir d'ecrans transparents de

couleur verte places entre la lampe et le microscope.
La planche XII est en elle-meme une microphotographie

des fluctuations car les champs sombres et clairs-qu'on y voit
sur les lamelles cristallines n'etaient nullement permanents;
ce qui etait noir au moment de la prise de vue etait parseme
de granulations lumineuses une seconde apres et, inversement,
les zones granulees qu'on voit sur la planche etaient redevenues

sombres.

Quelques heures apres, l'hydratation du sei avait pris le

dessus et rien n'etait plus visible sur la preparation, sauf les

contours d'une mince nappe de liquide.
Pour conclure cet expose necessairement rapide nous devons

dire que dans la grande majorite des cas l'objectif ä reflecteur
central est ä preferer ä celui dont le reflecteur est excentrique.
Ce dernier est surtout utile quand il s'agit d'objets dont la
structure constitue un systeme periodique lineaire tres fin

comme, par exemple, certaines diatomees, les ecailles des ailes

de papillons et les microstructures cristallines.
D'une fatjon generale les objectifs ä reflecteur interne des

deux types decrits ne peuvent etre employes avec utilite que
dans le cas de preparations suffisamment minces (maximum,
l'epaisseur d'une seule assise cellulaire) et qui n'ont subi aucun
traitement chimique de fixation ou de coloration. Les
preparations biologiques et colloidales ä l'etat naturel, en couches

tres minces, se pretent particulierement bien ä l'examen par
ces objectifs. La beaute des reultats depend beaucoup aussi

du milieu d'inclusion: liquides physiologiques naturels, eau,
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huiles, glycerine, bäume de Canada, air, etc. Le microscopiste
devra varier les milieux d'inclusion pour decouvrir celui qui,

par son indice de refraction particulier, convient le mieux ä

un objet determine, car il est difficile de formuler des regies
ä ce sujet.

Les dispositifs que nous avons decrits ne sont nullement
destines ä se substituer aux appareils de la microscopie classique
en fond clair et noir qui sont indispensables dans la pratique
courante. Les nouvelles methodes ont pour but de completer
les anciennes dans une certaine mesure et d'augmenter ainsi

nos moyens d'investigation microscopique.
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