N

N

De la découverte d’un actinoptérygien sémionotiforme
du Jurassique de France a I’étude histologique fine des
écailles ganoides

René-Paul Georges Eustache

» To cite this version:

René-Paul Georges Eustache. De la découverte d’un actinoptérygien sémionotiforme du Jurassique
de France a ’étude histologique fine des écailles ganoides. Sciences du Vivant [g-bio]. 2016. hal-
01655457

HAL Id: hal-01655457
https://ephe.hal.science/hal-01655457
Submitted on 4 Dec 2017

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://ephe.hal.science/hal-01655457
https://hal.archives-ouvertes.fr

&
29

\&3

4

Ecole Pratique
des Hautes Etudes

MINISTERE DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES

Sciences de la Vie et de la Terre
MEMOIRE
présenté par EUSTACHE René-Paul

pour 'obtention du Dipléme de I'Ecole Pratique des Hautes Etudes

TITRE : De la découverte d’'un actinoptérygien sémionotiforme du Jurassique
de France a I'étude histologique fine des écailles ganoides

Soutenu le 7 Décembre 2016 devant le jury suivant :
COUETTE Sébastien - Président
CLEMENT Gaél - Tuteur scientifique
MEUNIER Francgois J. — Cotuteur scientifique
GODINOT Marc — Tuteur pédagogique
CUNY Gilles — Rapporteur

CAVIN Lionel — Examinateur

Mémoire préparé sous la direction de :
Tuteurs scientifiques : CLEMENT Gaél (a), MEUNIER Francois J. (b)

(a) Muséum National d’Histoire Naturelle, UMR 7207, Centre de Recherche sur la Pa-
léobiodiversité et les Paléoenvironnements, (CR2P), Paris, France (directeur
CRASQUIN Sylvie)

(b) Muséum National d’Histoire Naturelle, UMR 7208, Biologie des Organismes et Eco-
systémes Aquatiques (BOREA), Paris, France (directrice DUFOUR Sylvie)

Tuteur pédagogique : GODINOT Marc, Laboratoire d’Evolution des Primates (directeur
GODINOT Marc) Ecole Pratique des Hautes Etudes (Sciences de la Vie et de la Terre)

PAGE 1



A ma femme,

avec tout mon amour

PAGE 2



« Nopilovot d¢ kot TV 1 0LV TOV KOAEOUEVOV AETLOIMTOV »

« On tient également pour sacré, parmi les poissons, celui qu’'on appelle Lepidotes »

Histoires d’'Hérodote, livre II 72
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ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES
SCIENCES DE LA VIE ET DE LA TERRE

De la découverte d'un actinoptérygien sémionotiforme du Jurassique de
France a I'étude histologique fine des écailles ganoides.

René-Paul EUSTACHE

RESUME

La découverte d’'un spécimen sub-complet d'actinoptérygien sémionotiforme dans les
falaises du Bec de Caux (76) en novembre 2008, m’a poussé a entreprendre des recherches
sur l'histologie et 'ornementation des écailles ganoides.

Il s’agit d’écailles osseuses recouvertes d'une couche d’émail, la ganoine. Elle est ornée de
microtubercules, reliefs microscopiques dont I'agencement varie en fonction des espéces.

Une premiére partie est consacrée a I'étude histologique des écailles du spécimen que j’ai
découvert. Peu vascularisées, elles présentent des traces de dentine au niveau de l'initium
et de maniere inhomogeéne a l'interface avec la ganoine. Elles sont parcourues par des
canaliculi de Williamson dont certaines des terminaisons sont en connexion avec la
dentine. Ils sont issus de cellules spécialisées de nature osseuse et leur interaction avec la
dentine apparait surprenante. Cela m’a conduit a revisiter la notion de « canal vasculaire
de Williamson » introduite par Orvig.

Dans la deuxiéme partie je présente une nouvelle méthode d’étude des microtubercules.
Celle-ci est basée sur I'observation en microscopie optique par contraste de phase de
répliques de la surface d’écailles (peels). J'ai élaboré un traitement semi-automatisé des
images numériques afin d’extraire des descripteurs quantitatifs de 'ornementation. Elle
présente de nombreux avantages au regard de la méthode précédemment développée,
basée sur I'observation directe des écailles en microscopie électronique a balayage. Elle
s'affranchit de 'étape de prélévement d'une écaille. Elle est également plus robuste et
permet de traiter un grand nombre de microtubercules dans le cadre d'une analyse
statistique affinée.

Jillustre I'intérét de ma méthode a travers quelques exemples d’étude de 'ornementation
d’écailles actuelles et fossiles. Enfin je conclue en proposant une fonction nouvelle pour
cette ornementation microscopique. Ces reliefs pourraient participer au renforcement de
la résistance mécanique de I'écaille en améliorant 'adhésion des différentes strates de
ganoine entre elles.

Mots-clefs : Lepidotes, écaille, ganoine, microtubercule, histologie, peel.

PAGE 5



Table des matiéres

PrEAMIDUIE ......ooiiiiiciice ettt ettt et e b e e tbeste et e et beesbeetaeess e seenseenbeesbeesbaenseenbeesaeeraensaenraan 7
INETOAUCTION. ¢ttt ettt ettt b et et b et b bttt et et et ebeeb e st st e b et s b emaesesbeneeneenens 1
Description de la découverte du fossile et présentation de ses relations phylogénétiques. ..................... 11
Description sommaire du Spécimen « JRE.2008 »......c.cccoccirrueininieoiniiinieintnieentnietnenietnee et 12
Discussion des affinités avec M. lennieri et FL. [EEdSI. ..........cccoevereieerenirieiiieieisesieese et 13
CONCIUSIONS ...ttt e e et et e e te et e et e et e eateetaeetseeteeesseesseseeaseeaseeaseesseesseenseesseeseesean 17
Premiere partie : Etude histologique des écailles et d’'un 0s dermique ...........cccecevveereneinieencneencnieenen 18
MALETIEl €6 TNELROUES. ........c.evuieeiieiiieiieiieee ettt ettt sttt bbbt 18
Rappels hiStoriques (RISEOIOGIE) ..........c.cccvvveueuirieieiiiieisieseiistesesseeiestssetess et st ssesesessesesessesesassessssesessanas 19
Etude histologique des écailles du sémionotiforme JRE.2008..........ccccocueievieiieneniieieieniesese et 29
Description générale de la structure histologique des écailles. ..............ocenmecneiireiinnciinnciineeens 29
Caractéristiques histologiques remarquables et iIMPlICALIONS. .........c.ccoveeueeerieinrieinieineieereeereeeee 32
Canaliculi de Williamson et canaliculi de Williamson de type IL. ..........c.cccoceveoenoineneneisineieeneenes 32
Agencement de [a dENEINe. .............cccoueeeriieriiieiiiete ettt sttt 35
Mise en évidence de stries sur les fibres de SRATPEY. .........c.ccccoeouverieiriniieieiseieeseee st 46
Conclusions, relations phylogénétiques et PerSPeCctives. ...........c..coccurvereeveerereneeenenieesenieeeenaesaennens 50
Deuxiéme partie : Etude de 'ornementation des écailles ganoides..........c.cccevvueinineoinicnnecnnecnncce 53
HISEOTIQUE. ...ttt ettt et e b ettt e sbe e sb ettt e e st e sbe e bt ebeesaeesaeenaeeteens 53
Mise au point d’'une nouvelle méthode quantitative d’étude des microtubercules................cc.cocccuvuuc... 56
Partie A. Réalisation de répliques de surface et observation en microscopie optique ...............c.cc...... 61
Partie B. Etude quantitative de l'ornementation des microtubercules avec « Imagej »..............c.cc........ 63
Meéthode de mesure semi-automatique des MiCTOtUDETCUIES. ...........ccoccveeeeveeienieniieieeiesieeie et 66
Validité de la méthode : Comparaison avec d’autres méthodes d’observation..............cc.ceceecvecvereennnn.. 68
APPLICAtIONS = RESUITALS. ..ottt ettt ettt et s et e et b e et e b e b e e st esteneensensensesaeenean 71
Etude de spécimens actuels des collections du MINHN.............ccccocceureinrenireinnneinieeetneneenees e 71
Etude de SPECIMENS fOSSIIES. ........ccooeiueirieieieieeeieietete ettt sttt te e te e s sse e ese e st eseaeneesesenees 75
Discussions — INEEIPIETATIONS .......eeviriiriiiiiiiieiee ettt ettt ettt sttt sae et et st st ebeebesnesanesanenaie 78
INEETEt @N SYSLEMALIGUE. .......ceeeeeeeiieiieiieie ettt sttt ettt ettt ettt st s sae bt sae e e 78
Intérét au plan paléo-biolOGIQUE. ..............cc.ccueerueiiiriniinieiiieeee ettt ettt et 79
FONCEION AES LUDETCUIES ...ttt ettt ettt ettt ettt s be e e naesbesaeeneeneeneeneenes 79
MOTPROGENESE ...ttt sttt ettt ettt st et e te st e ebe e st ent et e testesnnentetens 81
CONCIUSIONS & PEISPECLIVES .....eovieiieieiieiieieie ettt ettt ettt sttt et e st e st ent et entestesatententesbesbesneeneeneenes 83
L2310 1074 = o) o ¥ (3OS 85
FIGURES. ...ttt b et bbbt st e e bt s b s b et e st b et e st e b e et e st e be et ene et eseebenteneebenteneene 99
TABLEAUX ...ttt ettt st b st a et e e sttt e st en e e bt et et ebe e b e et e st eb et enteb e e st ebe s eneebetens 166
ANNEXES ...ttt ettt ettt ettt b e s b bt e bbbt b e bt b e bt st e b et s et eb e bt e bt et et enea 173

PAGE 6



Préambule

Ce mémoire est 'achévement d'une enquéte démarrée en Novembre 2008, suite a ma
découverte des restes d’'un poisson fossile dans les falaises du Bec de Caux (76).

Passionné de fossiles et inscrit a un club d’amateurs de paléontologie, « La Pierre
Conchoise », j’ai eu I'opportunité de découvrir a I'affleurement d’'une falaise d’argile,
située en bord de mer, deux petits fossiles de forme losangique et d'un beau noir
brillant. Ces objets singuliers qui m’étaient alors totalement inconnus, ont éveillé ma
curiosite.

Une premiere identification de ces cailloux fut faite au sein de « La Pierre Conchoise » :
ces objets étranges seraient en fait des écailles de Lepidotes, un poisson fossile du
mésozoique, bien connu des paléontologues amateurs.

De retour sur les lieux, enthousiasmé par cette premiere découverte et armé de
persévérance, je réussis a extraire de I'argile sur plusieurs week-ends, dans des
conditions souvent pénibles a cause du froid et de I'humidité de I'hiver, et des outils
rudimentaires a ma disposition, prés de huit cents écailles de formes diverses ainsi que
de nombreux ossements.

Cette fois, rendez-vous est pris avec un paléontologue professionnel, E. Buffetaut, afin
de confirmer la premiére identification. S’agit-il des restes d’un seul animal ou bien
d’'un amas provenant de plusieurs especes ? E. Buffetaut confirme I'attribution des
restes a un poisson fossile apparenté aux Lepidotes et m’oriente vers L. Cavin,
paléontologue au muséum de Genéve, spécialiste de ce groupe de poissons fossiles.

Ma premiere intention est de pouvoir mettre un nom précis sur mon spécimen. Le
genre Lepidotes est en effet connu pour étre polyphylétique. Un groupe fourre-tout,
regroupant de nombreuses especes fossiles, dont les parentés phylogénétiques sont
parfois discutables.

L’abondance de mes écailles, leurs formes variées si singuliéres, tres différentes de
celles des poissons actuels que I'on trouve sur les étals, leur surface d’'un beau noir
brillant qui n’est pas sans rappeler I'éclat des bijoux, m’incitent a engager des
recherches spécifiques dans ce domaine.

Japprends qu’il s’agit d’écailles ganoides (du grec Ganos, brillant). Elles ont été
nommeées ainsi a cause de leur structure particuliere. Leur surface externe est en effet
recouverte d’'une couche d’émail caractéristique, la ganoine. Cette couche tres dure,
hyper-minéralisée est a l'origine de leur éclat brillant. Leur constitution robuste est
tres différente de celle des écailles élasmoides généralement observées chez les
poissons de nos mers et riviéres actuelles, bien plus flexibles et légeres.

Le genre Lepidotes avec sa belle livrée d’écailles ganoides a été décrit et nommé par
Louis AGASSIZ au XIXéme siécle. Dans son livre « Recherches sur les poissons
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fossiles », 1833-1843, le savant suisse rappelle la perplexité des naturalistes de I'époque
vis-a-vis des premieres découvertes. Il écrit :

« M. Ruppel est le premier naturaliste qui ait connu et décrit ce fossile (Lepidotus) ; il en
a méme publié une planche, en 1829, (...) Sa description, quoique trés-exacte, rappelle
cependant si bien l'ignorance compléte ot 'on était a cette époque, sur une grande
division du régne animal dont nous connaissons des centaines d’espéces, que je ne puis
m’empécher d’en donner ici la traduction compléte : « cuirasse remarquable d'un animal
fossile indéterminable, probablement de la classe des reptiles »

L’identification de mes objets singuliers a des écailles de poissons n’était donc pas si
évidente a faire, méme pour un naturaliste ! Nous la devons a L. Agassiz. Cette

« cuirasse remarquable », constituée d’écailles ganoides juxtaposées, évoque un réle de
protection probablement fort utile a ces poissons dans les mers anciennes infestées par
des reptiles marins. L'organisation de la structure interne des écailles, en lien avec leur
fonction de protection, a d’ailleurs été étudiée récemment par les scientifiques. Elle est
faite de plusieurs couches de différentes rigidités, hiérarchisées a la maniére d'un
matériau composite. L’étude de cette organisation complexe s’avére étre une source
d’inspiration pour concevoir de nouveaux matériaux a la fois tres rigides et plus
résistants aux chocs. Ces travaux m'interpellent en tant qu’'ingénieur impliqué dans la
mise au point de nouveaux matériaux.

L’excellente qualité de préservation de mes écailles permet d’observer de nombreux
éléments de leur structure interne en microscopie optique au moyen de lames minces
et d’'acquérir des données histologiques exploitables au plan systématique. Ces
données seront également utiles pour mieux connaitre la physiologie de mon
spécimen, son age et sa croissance en lien avec son environnement.

Enfin ces écailles si particuliéres présentent a la surface de la ganoine une
ornementation, visible uniquement au microscope, constituée d'une myriade de
tubercules de dimensions « microscopiques ». Ces tubercules ne sont pas répartis au
hasard. Ils forment des motifs géométriques en points dont la disposition est similaire
a celle obtenue par des phénomeénes physico-chimiques d’auto-organisation connus
sous le nom de Turing Pattern. La encore le physico-chimiste que je suis s’'interroge sur
le r6le possible des contraintes architecturales et de I'influence de phénomeénes
physico-chimiques d’auto-organisation vis-a-vis de cette morphogénése.

Cette ornementation a été observée pour la premiére fois a 'aide d'un microscope
électronique a balayage. D’aprés Gayet et Meunier qui ont étudié ses variations sur de
nombreuses espéces actuelles et fossiles, elle serait un signal exploitable au plan
systématique, et utile a I'identification d’écailles isolées ou de spécimens incomplets.
L’étude de 'ornementation microscopique de mes écailles m’apparait donc
intéressante pour mieux identifier mon spécimen malheureusement incomplet. L’acces
a un microscope électronique a balayage n’est pas chose aisée pour un amateur.
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Existerait-il une méthode alternative d’observation de cette ornementation qui me soit
plus facilement accessible ? Fort d'une expérience de plusieurs années au sein d'un
laboratoire d’analyse, j’ai eu I'idée d’expérimenter sur mon matériel la méthode
historique des répliques de surface et de leur observation en microscopie optique. La
technique des « peels », élaborée au début des années 1900 avec I'utilisation des
premiéres matiéres plastiques sous forme liquide (collodions), a eu un grand succés en
paléobotanique notamment pour I'étude des épithéliums de feuilles fossiles. La
technique s’est ensuite améliorée avec 'utilisation de films d’acétate de cellulose, puis
son usage est tombé en désuétude avec I'arrivée des microscopes électroniques a
balayage permettant des observations de surface a plus fort grandissement.

Mes premiers essais de réplique de surface d’écailles ont été réalisés a la maison avec
du film alimentaire étirable. Ces répliques montées entre lame et lamelle sur un vieux
microscope « Nachet » m’ont permis de réaliser mes premieres observations de
I'ornementation microscopique d’écailles. Malheureusement le film utilisé avait un
comportement trop élastique, les empreintes des tubercules n’étaient pas tres
marquées et s’effagaient au cours du temps. Finalement, aprés de nombreuses
investigations, car trés peu de chercheurs utilisent actuellement la méthode des

« peels », je réussis a trouver des films plastiques spécialement dédiés a la réalisation
de répliques de surface pour la microscopie. Puis j’ai mis au point une méthode
quantitative d’étude de I'ornementation des microtubercules en utilisant des
techniques d’analyse d’image. De maniére inattendue ma méthode d’amateur présente
de nombreux avantages vis-a-vis d’autres méthodes de caractérisation plus
sophistiquées, comme les observations par microscopie électronique a balayage.
Désormais I'étude scientifique quantitative de la micro-ornementation des écailles
ganoides est accessible a tout amateur muni d’'un microscope optique !

Dans quel cadre cette enquéte a-t-elle été menée ? Au début, grace a des échanges
informels avec des paléontologues professionnels. L’envie et la passion grandissant, il
m’est apparu nécessaire d’approfondir mes connaissances de base en paléontologie. J'ai
sollicité le conseil de Mr. Buffetaut qui m’a orienté vers I'Ecole Pratique des Hautes
Etudes. Des modules d’enseignement choisis a la carte et le systéme de parrainage de
I'école, avec un tuteur pédagogique et un tuteur scientifique, m’ont été propices pour
continuer mes recherches de maniére plus structurée dans le cadre de la préparation
du diplome de 'EPHE. J'ai eu 'opportunité de me former aux techniques d’analyse
d’'image, de statistiques, de m’initier a la simulation numérique, mais aussi de m’initier
a la biologie cellulaire et a la morphométrie, toutes connaissances utiles pour mes
recherches. J'ai pu bénéficier également de conseils de spécialistes issus de domaines
trés variés pour approfondir des aspects transverses, par exemple au plan de
I'ostéologie, de I'histologie, de la morphogéneése, de I'analyse d'image et de la
simulation numérique. Le temps nécessaire a ces recherches a été pris sur mon temps
de loisir avec de nombreuses périodes enthousiasmantes et riches d’'une intense
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activité, mais aussi une longue période d’accalmie quand 'exces de charge cognitive et
le stress de la vie professionnelle furent momentanément trop présents pour que je
puisse m’investir en paralléle sur un autre domaine, si intéressant soit-il.

Ce mémoire fait le point des travaux que j'ai réalisés et des principaux résultats
obtenus a ce jour.

Apres une breve introduction dédiée a la description et I'étude préliminaire du
spécimen découvert par mes soins, je présenterai les résultats obtenus au plan
histologique sur quelques-unes de ses écailles mises en collection au muséum
d’histoire naturelle de Paris (MNHN). Puis dans une deuxiéme partie je décrirai la
méthode que j’ai mise au point afin d’étudier plus facilement 'ornementation des
microtubercules a la surface de la ganoine. Je présenterai les premiers résultats obtenus
sur des spécimens types des collections du MNHN ainsi que sur quelques autres
échantillons fossiles. Une des finalités de ma nouvelle méthode est en effet d’aider a
mieux identifier les écailles ganoides que I'on rencontre fréquemment « isolées » dans
les terrains mésozoiques et dont I'attribution a une espéce, a un genre, voire a une
famille s’avere souvent hasardeuse. Enfin je conclurai sur quelques pistes de
compréhension des mécanismes biologiques et physico-chimiques qui pourraient étre
a l'origine de 'ornementation des microtubercules et sur leur fonction supposée, en
introduisant des hypotheses nouvelles.

Ce travail n’est pas encore achevé. Le sera-t-il un jour ? Des jalons ont été posés qui
ouvrent sur des questionnements nouveaux et de belles perspectives d’étude a venir !
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Introduction

Description de la découverte du fossile et présentation de ses relations
phylogénétiques.

J'ai découvert en 2008 un spécimen sub-complet de poisson sémionotiforme fossile,
tLepidotes sp., dans les falaises du Jurassique supérieur du Bec de Caux, pres du Havre
(76). Je I'ai extrait de la partie supérieure du membre médian des argiles d’Ecqueville,
datées du Kimméridgien supérieur, et plus précisément de la zone d'ammonites a
Eudoxus, sous-zone et horizon a Orthocera (Samson, et al., 1996). D’apres I'étude des
associations de foraminiféres récoltées dans cette couche il s’agirait d’'un milieu marin
cotier peu profond, probablement de I'étage infralittoral (Samson, 1997).

Le matériel collecté se compose d’écailles ganoides et de divers ossements qui n’étaient
pas en connexion. Une partie du matériel a été mis dans la collection de paléontologie
au Muséum National d’'Histoire Naturelle de Paris (MNHN). Notamment sont en
collection tous les ossements et les écailles sur lesquels j’ai réalisé les études
histologiques et la mise au point de ma nouvelle méthode d’étude de la surface de la
ganoine, qui seront présentés dans ce mémoire. Ces divers échantillons sont référencés
sous les numéros : Coll. EUSTACHE, N° MNHN.F.JRE 548 a 558. (LEPIDOTES ?
LENNIERI sp. incert.), Niv. Kimméridgien sup., Loc. Cauville-sur-Mer (France). Le
reste du matériel est actuellement dans ma collection personnelle sous la référence «
JRE.2008 ». J'ai en effet le projet a long terme de poursuivre I'étude du spécimen et
notamment 'étude des connexions entre les différentes écailles afin de pouvoir
reconstituer ce « puzzle » fort complexe.

Bien que I'étude ostéologique du spécimen « JRE.2008 » ne fasse pas partie de mon
projet d’études EPHE, j’en rappelle ici les principaux résultats et les conclusions
obtenues a ce jour, afin que le matériel sur lequel j'ai réalisé 'étude histologique et la
caractérisation des microtubercules soit décrit et identifié le plus précisément possible.

Ces premiers travaux menés en collaboration avec des paléontologues de Geneve,
Glasgow et Paris, ont confirmé l'attribution du spécimen au genre {Lepidotes (Agassiz,
1832) et son rapprochement avec I'espéce fLepidotes lennieri (Sauvage, 1893), dont
I'holotype a été découvert a la fin du XIXéme siecle dans les couches du Kimméridgien
inférieur du Cap de la Heve.

Le genre fLepidotes tel que défini au début de mes recherches, peu apres la découverte
du spécimen, faisait partie d'un groupe éteint de poissons actinoptérygiens
appartenant a la famille Semionotidae et a 'ordre Semionotiformes (Cavin et al., 2003).
L’espéce type était fLepidotes elvensis (Blainville, 1818) mais d’apres Lopez-Arbarello ce
choix serait erroné et reviendrait aujourd’hui a fLepidotes gigas (Lopez-Arbarello,
2012). Ce groupe rassemblait une trentaine d’especes bien caractérisées au plan
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ostéologique, de poissons d’eau douce et d’eau de mer a écailles ganoides avec des
tailles variant de quelques centimetres a prés de deux metres. Néanmoins plus de cent
cinquante especes de fLepidotes ont été nommées si 'on inclue les nombreux

« nomina dubia » définis sur la base d’éléments fragmentaires isolés.

D’apres Agassiz, qui est 'auteur du genre Lepidotus aujourd’hui renommé fLepidotes,
leur forme générale massive rappelle celle des grands cyprins (carpes) (Agassiz, 1833-
1843). Il convient de noter que le genre fLepidotes ainsi défini était un groupe reconnu
par de nombreux paléontologues comme mal cerné sur le plan des relations
phylogénétiques et assurément polyphylétique (Cavin, 2010). Par ailleurs, la position
systématique de la famille Semionotidae au sein des Neopterygii restait délicate car
discutée.

Une analyse cladistique menée par Lopez-Arbarello a conduit a revisiter en profondeur
les relations phylogénétiques au sein du groupe Ginglymodi en 2012 (Lopez-Arbarello,
2012). En particulier le groupe fLepidotes a été éclaté en plusieurs genres répartis dans
différentes familles. De nouveaux groupes taxonomiques, dont le genre
+Macrosemimimus, ont été créés. Il définit désormais des espéces particuliéres, comme
{+Macrosemimimus lennieri, anciennement attribuées au genre fLepidotes (Schroder et
al., 2012). Enfin les contours de la famille Semionotidae et de 'ordre Semionotiformes
ont été également redéfinis.

La position systématique nouvelle de fMacrosemimimus lennieri, I'espéce la mieux
définie se rapprochant du spécimen « JRE.2008 » et du matériel « N° MNHN.F.JRE 548
a 558 » en collection au muséum, est la suivante :

Classe : ACTINOPTERYGII, Cope 1887

Sous-classe : NEOPTERYGII Regan, 1923

Super-division : HOLOSTEI sensu Grande 2010

Division : GINGLYMODI Cope, 1872 (sensu Grande, 2010)

Ordre : SEMIONOTIFORMES Arambourg and Bertin, 1958 (sensu Lopez-Arbarello, 2012)
Famille : CALLIPURBECKIIDAE, Lopez-Arbarello, 2012

Genre : MACROSEMIMIMUS, Schroder, 2012

Espéece : Macrosemimimus lennieri (Sauvage, 1893)
Description sommaire du spécimen « JRE.2008 »

Ossements caractéristiques

Le toit cranien est incomplet : il se compose d’'une paire d’extrascapulaires se
rejoignant au niveau de la ligne médiane, de deux post-temporaux, deux
dermoptérotiques, du pariétal droit, de la partie postérieure du frontal droit, de deux
dermosphénotiques, et deux supraorbitaux.

PAGE 12



Les joues sont incomplétes : elles se composent notamment des deux opercules, du
supracleithrum gauche et de la partie dorsale du supracleithrum droit, de la partie
ventrale du sous-opercule droit, et des deux préopercules.

La dentition comporte notamment un vomer impair, un maxillaire édenté et le
prémaxillaire droit.

Les FIGURES 1 a 4 présentent des vues éclatées et des essais de mise en connexion des
ossements les plus caractéristiques. Leurs dimensions sont précisées dans le TABLEAU
4. La FIGURE 5 présente des fragments de la dentition.

Ecailles caractéristiques

Les écailles sont de formes tres variées en fonction de leur position anatomique,
comme le montre les FIGURES 6 a 8.

Les écailles présentent toutes une surface de ganoine lisse, sans ornementation
macroscopique visible et avec pour certaines quelques dentelures situées au niveau de
leur bord postérieur ventral.

Les écailles caractéristiques des flancs sont de forme rectangulaire et présentent deux
processus articulaires antéro-postérieurs marqués en position antérodorsale et
antéroventrale. Il existe aussi une autre articulation dorso-ventrale additionnelle
discrete, connue sous le nom d’articulation « peg and socket » (FIGURE 6).

Certaines des écailles faitieres présentent une pointe postérieure (FIGURE 8).

Les écailles plus petites ne présentent généralement pas de processus articulaire
marqué, elles proviennent probablement des régions de la queue et de la proximité des
nageoires.

Les écailles attribuées a la région ventrale apparaissent relativement plus épaisses. Les
deux processus articulaires antéro-postérieurs situés aux bords antéro-dorsal et antéro-
ventral s'inclinent notablement en direction dorsale (FIGURE 7).

Discussion des affinités avec M. lennieri et {L. leedsi.

L’espéce Macrosemimimus lennieri est représentée par le spécimen du Kimméridgien
inférieur du Havre (76) décrit sommairement par Sauvage en 1893 puis par Wenz en
1968 (Wenz, 1968) ; et également par deux spécimens du Kimméridgien d’Angleterre
référencés BMNH P 25180 et BMNH P 34511 et conservés au National Museum of
Natural History (NHM) a Londres.

Ces deux derniers spécimens sont anciennement connus sous la dénomination de
{Lepidotes tombsi (Jain et Robinson, 1963). L'Holotype est le spécimen référencé
MHNH 7267 du Muséum d’histoire naturelle du Havre, décrit par Sauvage puis Wenz
(Schréder et al., 2012).
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L’espece fLepidotes leedsi est représentée par un spécimen incomplet décrit par
Woodward en 1895, et provenant de I'Oxford Clay de Peterborough. Il s’agit du type, il
est localisé au NHM sous la référence BMNH. P 6837 (Woodward, 1895). Un autre
spécimen provenant de I'Oxford Clay de Peterborough, incomplet également et
conservé au NHM sous le n° BMNH P 10907, a été rapporté a 'espéce 7L. leedsi de par
la trés grande similitude de forme de plusieurs de ses ossements caractéristiques (Jain
et Robinson, 1963).

Le genre 1Macrosemimimus a été défini par Schroder a partir de la combinaison des

caracteres suivants :
- L’absence de ganoine sur le crane
- Des frontaux allongés caractérisés par une portion antéorbitale tres étroite.
- Les frontaux possédent également une lame antéorbitale dans le plan sagittal.

- Une paire d’extrascapulaires qui ne se rejoignent pas au niveau de la ligne

médiane.
- Un maxillaire édenté
- Deux sous-orbitaux
- L’anneau de la série « circumorbitaire » ouvert antérieurement

L'espéce M. lennieri a été définie par Schroder a partir des caracteres additionnels

suivants :
- Les os du crane sont densément ornés de tubercules
- Les écailles lisses, présentent des dentelures sur leurs bords postérieurs
- Les extrascapulaires sont séparés de la ligne dorsale par une ou deux écailles
- Une dentition fortement broyeuse
- Des supracleithra présentant une zone postérodorsale crénelée.

Wenz mentionne que la suture interfrontale du spécimen MNHN 7267 du Havre est
rectiligne (Wenz, 1968) tandis que Jain et Robinson mentionnent que celle des deux
spécimens d’Angleterre est sinueuse (Jain et Robinson, 1963). Par ailleurs sur ces
derniers la partie antérieure des frontaux est manquante et il n’est pas possible de dire
si elle se rétrécit de maniere brusque en avant de l'orbite et si elle présente une lame
antérieure sagittale comme chez le spécimen du Havre. Le spécimen MNHN 7267 du
Havre posséde aussi un prémaxillaire portant 3-4 fortes dents. Il est muni d’'une longue
branche ascendante, remarquablement développée, qui s’étend en direction postéro-
dorsale jusqu’au bord antérieur du frontal par lequel elle est recouverte.
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L’espece fLepidotes leedsi a été définie par Woodward en 1895 a partir des

caractéristiques suivantes présentes chez le spécimen type BMNH P 6837 (Woodward,

1895) :

Espéce, de taille petite ou moyenne, imparfaitement connue
Os du crane rugueux avec des tubercules épars

Os operculaire presque lisse, environ deux fois plus haut que large, et dont la
largeur maximale est presque du double de la largeur a sa partie supérieure.

Le sous-opercule présente un processus antéro-supérieur tres large

Les écailles lisses présentent quelques larges dentelures sur leur moitié
inférieure

Les dents, souvent de forme ovale, sont élevées sur des pédicules et leur
sommet est couronné d’'un tubercule.

Jain et Robinson, a partir de I'étude du spécimen BMNH P10907, qui est environ 1/3

plus grand que l'espéce-type, décrivent en 1963 les caractéristiques additionnelles

suivantes (Jain et Robinson, 1963) :

Dentition modérément broyeuse

Suture droite entre les frontaux

Frontaux allongés avec une partie antérieure longue et tres étroite
Une paire d’extrascapulaires se rejoignant au niveau de la ligne dorsale

Un nombre réduit de sous-orbitaux et une orbite probablement large

Notre spécimen posséde une taille remarquable pour une espéce du Jurassique. Elle est

estimée a pres de 1m3o0, d’apres la dimension des opercules. Elle présente les

caractéristiques morphologiques suivantes similaires a celles de 'espece M. lennieri :

La forme générale des opercules, deux fois plus haut que large, et avec une
largeur maximale qui est presque du double de la largeur a la partie supérieure.

La forme générale des sous-opercules avec leur branche ascendante large

La forme générale du prémaxillaire avec sa branche ascendante remarquable qui
s’accorde parfaitement avec un frontal dont la partie antérieure serait tres
étroite.

Une suture interfrontale droite (caractéristique uniquement de I'espece du
Havre)

Un maxillaire édenté

Les processus articulaires et 'ornementation des écailles (lisses avec quelques
dentelures sur le bord ventral postérieur)

PAGE 15



- Un supracleithrum « crénelé » dans sa partie postéro-dorsale.

Il en différe néanmoins par les caractéristiques ci-dessous, qui s’accordent plus avec
celles présentes chez 7L. leedsi :

- Les extrascapulaires, au nombre de deux, sont jointifs sur la ligne médiane

- L'ornementation des os du crane est parsemée de quelques tubercules
recouverts de ganoine

- Une dentition moyennement broyeuse

Si I'on se référe a la diagnose établie par Schréder (Schréder et al., 2012), notre
spécimen ne peut donc pas étre rattaché a 'espece +M. lennieri ni au genre
+Macrosemimimus d’apres les trois caractéristiques notées ci-dessus. Les deux
premiéres caractéristiques étant en effet diagnostiques du genre fMacrosemimimus et
la derniere de I'espéce lennieri.

En revanche tous les caractéres morphologiques présents chez notre spécimen sont
également présents chez les deux spécimens de fL. leedsi. Nous serions donc tentés
d’attribuer notre spécimen a I'espece L. leedsi. Mais il faut signaler a ce stade une
difficulté majeure liée a 'incomplétude du spécimen type qui rend impossible toute
comparaison approfondie. Par ailleurs cette espéce n’a pas encore fait 'objet d’'une
révision au niveau de sa position systématique au sein des Ginglymodi.

Le positionnement des différents caractéres morphologiques de notre spécimen en
référence a I'étude cladistique réalisée par Lopez-Arbarello (Lopez-Arbarello, 2012),
menée sur la base de 9o caracteéres distincts, nous conduisent a I'inclure dans I'ordre
Semionotiformes, et tres probablement dans la famille Callipurbeckiidae, mais peut
étre aussi au sein du genre fMacrosemimimus.

En effet d’apreés Lopez-Arbarello la condition d’'un frontal trés allongé et se rétrécissant
brusquement pour devenir tres étroit et de forme tubulaire sur sa partie antérieure
n’est connue pour l'instant en dehors de la famille des Macrosemiidae que dans le
genre fMacrosemimimus. Notre spécimen n’est clairement pas apparenté aux
Macrosemiidae qui possedent notamment une extension postérieure des pariétaux, et
dont les extrascapulaires sont situés en position latérale de ces derniers.

A noter que fL. leedsi et M. lennieri présentent également entre eux de nombreuses
similitudes morphologiques qui sont bien observables sur les FIGURES g et 10,
notamment :

- La méme forme caractéristique des opercules et des sous-opercules, mais aussi
un nombre probablement limité de sous-orbitaux d’apres Jain et Robinson (Jain
& Robinson, 1963).

- La méme forme de frontaux allongés se rétrécissant brutalement sur la partie
antérieure et présentant une suture interfrontale droite (cette derniere
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caractéristique est présente uniquement sur le spécimen 7M. lennieri n° MNHN
7267 du Havre)

Mais ces deux espéces different aussi par les caractéristiques suivantes :

- Dents broyeuses chez M. lennieri et plutot modérément broyeuses chez 7L.
leedsi

- Les os du crane présentent des tubercules épars recouverts de ganoine chez L.
leedsi

- Les deux extrascapulaires sont jointifs sur la ligne médiane chez 7L. leedsi mais
séparés par une ou deux écailles chez M. lennieri.

- La présence d'une lame sagittale au niveau de la partie antérieure du frontal n’a
pas été mentionnée dans le spécimen BMNH Pi1ogo7 décrit par Jain et Robinson.
Cette derniére caractéristique mériterait d’étre comparée de visu, il semble
exister en effet un renflement longitudinal sur la partie antérieure interne du
frontal.

Conclusions

Le spécimen « JRE.2008 » que j’ai découvert en 2008 et dont une partie du matériel a
été mise depuis en collection au MNHN sous les références « Coll. EUSTACHE, N°
MNHN.F.JRE 548 & 558 », présente de trés grandes similitudes avec I'espece
tMacrosemimimus lennieri, et plus encore avec 'espéce 7L. leedsi qui est
malheureusement incompleéte.

Son genre n’est pas encore déterminé, ou plus exactement sa description de méme que
celle de +L. leedsi ne coincident avec aucune des diagnoses des nouveaux genres définis
récemment dans le cadre de la révision des relations phylogénétiques au sein des
Ginglymodii par Lopez-Arbarello (Lopez-Arbarello, 2012), apres I'éclatement de
«I'ancien » groupe tLepidotes qui était polyphylétique(Cavin, 2010).

Je rapporte provisoirement son nom, avec doute, a 'espéce incompléte {Lepidotes
leedsi. Mais il est probable qu'un changement de nom soit a envisager dans I'avenir
notamment quand le positionnement de L. leedsi vis a vis du nouveau genre
tMacrosemimimus sera clarifié. S’agit-il d'un nouveau genre de la famille des
Callipuberckiidae, ou bien d'une espeéce a classer au sein du genre tMacrosemimimus ?
La réponse précise a cette question nécessitera tres probablement la découverte et
I'étude de spécimens plus complets.
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Premiére partie : Etude histologique des écailles et d'un os dermique

Matériel et méthodes.

Le matériel est constitué de plusieurs lames minces, réalisées au MNHN selon les
procédés de fabrication usuels, sur une partie des écailles et des ossements référencée
MNHN.F.JRE 548 a 558. Leur épaisseur, d’environ 30 a 80 microns selon les lames, est
adaptée a I'observation des détails en microscopie optique. Les lames minces ont
également été mises en collection avec pour référence le n° de l'os ou de l'écaille
correspondante suivi d’'une lettre.

Microscopie optique en transmission.

Les observations de microscopique optique en transmission ont été réalisées selon
différentes méthodes pour générer des contrastes variés au sein des images. Nous
avons utilisé la microscopie optique en champ clair, la microscopie en lumieére
polarisée-analysée, et la microscopie optique en contraste interférentiel.

Microscopie en lumiére polarisée analysée.

La microscopie optique en lumiére polarisée-analysée a d’abord été réalisée de maniére
classique avec des polariseurs et analyseurs linéaires afin d’étudier les phénoménes de
biréfringence et notamment l'orientation des cristaux d’hydroxyapatite. Nous avons
également réalisé quelques essais exploratoires avec des polariseurs et analyseurs
circulaires. IIs ont donné des résultats tres intéressants et prometteurs. L'intérét
d’utiliser un systéme de polariseurs et analyseurs circulaires en lieu et place d'un
systeme de polariseurs et analyseurs linéaires est que toutes les orientations des
cristaux d’hydroxyapatites présentes dans le plan de la coupe sont également allumées
(alors que celles perpendiculaires au plan de coupe sont éteintes), sans le phénomene
d’extinction des cristaux d’hydroxyapatite ou du collageéne dont les orientations sont
paralléles aux axes des polariseurs et analyseurs linéaires. En conséquence il est
beaucoup plus facile d’étudier les phénomeénes de biréfringence sur 'ensemble de la
coupe, indépendamment de son orientation relative vis-a-vis des axes des polariseurs
et analyseurs linéaires. Cette technique, encore peu employée, a été utilisée avec succes
pour quantifier I'orientation du collagene dans des ostéones sur des os actuels
(Bromage et al., 2003).

Microscopie a contraste interférentiel.

Enfin nous avons exploité les avantages de la microscopie a contraste interférentiel,
connue sous I'acronyme D.I.C (Differential Interference Contrast). Elle permet de
réaliser des coupes optiques extrémement fines au sein d’échantillons épais (de I'ordre
de 0,5 microns pour un objectif X100) et donc de révéler des détails habituellement
inobservables avec les autres méthodes (Murphy et al. dans
http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/dic/dicintro.html). Elle donne sur
des objets transparents des images proches de celles obtenues en contraste de phase.
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Elle est également sensible a la biréfringence des échantillons car elle utilise un
polariseur et un analyseur linéaire situés a 'entrée et a la sortie d'un systéme optique
constitué de prismes de Wollaston (Murphy et al. dans
http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/dic/dicintro.html).

Microscopie électronique a balayage

Les observations de microscopie électronique a balayage ont été réalisées sur le
microscope environnemental « TESCAN VAGAII LSU » du MNHN en mode électrons
secondaires, avec une tension d’accélération de 15Kv, aprés métallisation de la surface
avec une couche d’or ou de carbone de 20 nm d’épaisseur ; et également sur un
microscope Quanta 250 de la société FEI équipé d’'un canon a effet de champ (FEG-
SEM) qui permet de s’affranchir de I'étape de métallisation des échantillons. Les
analyses qualitatives élémentaires ont été réalisées grace a I'analyse de I'émission des
rayon X, suite au bombardement de la surface par les électrons incidents, avec un
détecteur EDS (Perrin dans http://www.cmeba.univ-rennes:.fr/Principe. MEB.html).

Rappels historiques (histologie)

Conservation des structures & processus diagénétiques.

Les structures histologiques d’écailles et d’'ossements fossiles datant de plusieurs
millions d’années ressemblent souvent a s’y méprendre a celles observées sur des
matériaux actuels, lors des observations de microscopie optique (@rvig, 1966).

Cela peut paraitre surprenant sachant que les nombreux processus taphonomiques et
diagénétiques a I'ceuvre une fois 'animal mort conduisent généralement a une
destruction rapide des structures organiques et a la modification des structures
minérales présentes dans les échantillons fossilisés. Lors de conditions
environnementales particuliéres favorisant les préservations exceptionnelles, tissus
mous et structures cellulaires peuvent néanmoins étre partiellement conservés
(Schweitzer et al., 2007). Les fibres de collagene et 'hydroxyapatite, qui sont les
constituants majeurs des écailles et des ossements, peuvent rester non altérés sur des
durées considérables, notamment quand ces deux composants étroitement associés
forment un systeme fermé n’interagissant pas ou peu avec 'environnement. Bien
souvent les constituants organiques macromoléculaires des cellules et de la matrice
extracellulaire sont dégradés post-mortem en des chaines plus courtes constituées par
exemple des acides aminés constitutifs dans le cas du collagéne ou d’autres produits
dérivés qui, bien que stables chimiquement sur des durées fort longues, peuvent étre
extraits des tissus durs environnants par un phénomene de percolation des eaux
interstitielles provenant du milieu extérieur. De méme selon un processus similaire les
espaces laissés libres peuvent étre comblés ultérieurement soit par de la matiere
organique, comme l'acide humique provenant du milieu de fossilisation, ou bien par
des sels minéraux qui vont cristalliser ensuite au sein des cavités. A l'inverse des
processus de dégradation conduisant a des scissions de chaines, ceux conduisant a une
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réticulation des chaines macromoléculaires entre elles vont empécher les phénomeénes
d’extraction par les eaux interstitielles et favoriser la conservation d’'une matiére
organique endogéne, certes chimiquement dégradée, au sein de I'échantillon. Sans
nécessairement faire référence a des attaques fongiques ou microbiennes qui sont aussi
a l'ceuvre, la matiére organique, si elle est présente dans une écaille fossile peut donc
avoir une origine endogéne ou bien une origine exogéne suite aux nombreux processus
biologiques et physico-chimiques qui se sont succédés.

De méme 'hydroxyapatite qui est le constituant minéral principal de I'émail, de la
dentine et de I'os des écailles ganoides ne persiste pas indéfiniment. Selon les
conditions de pH du milieu il peut étre dissout, ce qui conduit a la destruction totale
ou partielle du fossile ou bien de sa structure interne, mais aussi graduellement se
transformer en une structure chimique plus stable, comme la fluoroapatite (Francillon-
Vieillot, et al., 1990). Dans ce dernier cas, fréquemment observé, cette modification se
produit en conservant les structures internes microscopiques du fossile mais
également l'orientation originale des cristallites eux-mémes.

Ces processus complexes peuvent conduire a des niveaux de préservation variés non
seulement entre différents spécimens mais également, au sein d'un méme échantillon,
entre différentes zones séparées parfois d'une fraction de millimetre. Meilleure est la
finesse de préservation des structures histologiques au niveau microscopique et plus
grande est la probabilité de trouver des fragments organiques endogénes au sein de
I'échantillon, indépendamment de 'dge absolu du fossile (Schweitzer et al., 2008).

Les processus diagénétiques qui conduisent a préserver la texture interne du fossile et
'orientation originelle des cristallites d’hydroxyapatite permettent d’expliquer I'intérét
des observations paléohistologiques. Néanmoins méme si les structures histologiques
observées en microscopie optique par différentes techniques (transmission, lumiére
polarisée analysée, contraste de phase ou contraste interférentiel), sur les matériaux
fossiles ou actuels paraissent semblables, 'origine du contraste des images qui dépend
aussi de la technique utilisée est souvent de nature différente. Ces différences de
contraste a I'origine des images sont a garder en mémoire pour une interprétation
correcte des observations de lames minces d’écailles fossiles en microscopie optique.

Principaux caractéres histologiques descriptifs des écailles ganoides

Les auteurs s’accordent a classer la structure histologique des écailles ganoides
actuelles et fossiles en deux types principaux : les écailles de type paléoniscoide et les
écailles de type lépidostéoide (Goodrich, 1907 ; Kerr, 1952 ; Gayet et Meunier, 1993 ;
Schultze, 1996).

Le premier type regroupe les écailles des paléonisciformes. Il est caractérisé par la
présence d'une couche importante de dentine, intercalée entre la ganoine et |'os basal.
Cette dentine est associée a un réseau de canaux et de cavités vasculaires. On trouve de
plus chez les Polypteridae fossiles et actuels, dont la structure histologique des écailles
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est tres proche de celle de type paléoniscoide, une structure lamellaire supplémentaire
dite en contreplaqué, située au niveau de 'initium, qui correspond a de I'élasmodine
(Sire, 1989 ; Gayet et Meunier, 1992 ; Sire et al., 2009).

Les écailles de type lépidostéoide, présentes chez les Holostéens, et en particulier chez
les genres actuels Lepisosteus et Atractosteus, ne possédent pas de dentine, ni de
réseau marqué de canaux et de cavités vasculaires. L’os basal lamellaire ou pseudo-
lamellaire de ces écailles est parcouru par un systéme de canaux caractéristiques
perpendiculaires aux lignes d’accroissement, les canaliculi de Williamson, dont la
fonction et I'origine restent encore discutées (Sire et Meunier, 1994).

Il est intéressant de signaler qu'une présence discrete et localisée de dentine a déja été
décrite chez quelques taxons lépisostéiformes et sémionotiformes. Brito et
collaborateurs (Brito et al., 2000) ont observé, au sein des lépisostéiformes, sa présence
chez +Obaichthys decoratus et chez Dentilepisosteus laevis du Crétacé inférieur du
Brésil. Ces auteurs considérent la présence de dentine entre la ganoine pluristratifiée et
la plaque basale osseuse comme une condition plésiomorphe chez les actinoptérygiens.
[ls font I'hypothése que la transition entre une écaille de type paléoniscoide et une
écaille de type lépidostéoide a probablement été graduelle. IIs en déduisent la position
plésiomorphe du genre +Obaichthys au sein de la famille Lepisosteidae. +Obaichthys
africanus, du Cénomanien saharien, dont la surface des écailles présente des crétes
longitudinales caractéristiques, posséde également des zones de dentine développées
autour de canaux vasculaires et sous les crétes constituées de strates de ganoine
(Meunier et al., 2016).

Chez les sémionotiformes, par exemple les {Lepidotes mantelli (Brito et al., 2000) mais
également les {Lepidotes minor, {Lepidotes latifrons, et au sein des genres {Semionotus
et +Dapedius (Schultze, 1996), les deux types paléoniscoide et lépidostéoide peuvent
également coexister.

La position systématique basale du spécimen « JRE.2008 » en fait un candidat
intéressant pour appréhender sa structure histologique, et notamment I'étude de la
présence de dentine, en lien avec ses relations phylogénétiques.

Meécanisme de formation d’'un odontode selon @rvig.

L'organisation structurale de la dentine au sein des écailles présente de nombreuses
similitudes avec celle des odontodes, ces ornementations que 1'on observe sur les os
dermiques. Je rappelle ici quelques données générales relatives a leur morphogénese.

Le premier stade de développement d'un odontode est la condensation de cellules du
mésenchyme pour former une papille dentaire qui se développe a proximité de la
couche basale de I'épiderme. Les cellules mésenchymateuses acquiérent ensuite une
compétence odontogénique (Sire et al., 2009). Au stade suivant et de maniére
schématique, les cellules épithéliales qui recouvrent la papille dermique vont se
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différencier en améloblastes et déposer de maniere polarisée en direction de cette
derniére la matrice organique de I'émail. Les cellules mesenchymateuses sous-jacentes
aux cellules épithéliales vont quant a elles se différencier en odontoblastes et déposer
la matrice organique de la dentine.

Drvig a défini le concept d’odontocomplexe et son mode de formation par croissance
latérale d'odontodes juxtaposés (Qrvig, 1977). Chaque odontode prend son origine
dans une papille dentaire bien différentiée. Cette derniére incorpore des vaisseaux
vasculaires et on y observe la présence de lignes de résorption sur un de ses bords.
D'apres cet auteur, la résorption du tissu osseux a lieu en méme temps que le dépot de
la matrice organique de la dentine par les odontoblastes sur le bord opposé. Les lignes
de résorption présentent une forme caractéristique en creux, on les appelle des lacunes
de Howship. Elles sont dues a une famille de cellules particuliéres, les ostéoclastes.

Les canaliculi de Williamson : caractéristiques principales et repéres historiques.

Je développe particuliéerement cette partie car je propose dans ce mémoire une
hypothese nouvelle concernant la nature et la fonction des entités connues sous le
nom de « canaux vasculaires de Williamson ». Il me parait a cet égard important de
faire un point précis des travaux antérieurs.

La présence de nombreux tubules au sein d’écailles ganoides avait déja été mentionnée
par Agassiz (Agassiz, 1833-1843), mais nous devons a Williamson une description tres
précise et toujours d’actualité de leur structure histologique et de leur organisation
chez Lepisosteus osseus, et chez des espéces fossiles, notamment fLepidotes
semiserratus (Williamson, 1849).

Les canaliculi de Williamson correspondent aux longs tubules d’'un diameétre régulier
d’environ 3 microns, que Williamson a décrit en 1849, et qui traversent la partie
osseuse de certaines écailles ganoides des bords internes jusqu’au centre en suivant un
cheminement quasi perpendiculaire a celui des lamelles osseuses. Leur extrémité se
compose d'un plumet caractéristique fait de deux ou trois courts prolongements
cytoplasmiques. Ils peuvent parfois se diviser ou traverser la ganoine, mais le plumet se
situe toujours sous cette derniére (Williamson, 1849 ; Sire et al., 1994). Par ailleurs ils
sont présents dans les écailles mais aussi au sein des os dermiques et de
I'endosquelette (Sire et Meunier, 1994).

Depuis les premiéres descriptions de Williamson ces tubules ont été nommeés de
différentes maniéres : tubules avec des extrémités ramifiées (Goodrich, 1907), tubules
lépidostéoides(Kerr, 1952), canaux de Williamson (Tretjakoff, 1930 dans (Sire et
Meunier, 1994)), canaux non vasculaires de Williamson, canaux vasculaires de
Williamson (@rvig, 1951 ; Schultze, 1966), canaliculi de Williamson (Sire et Meunier,

1994).
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Ils seraient un caractére diagnostique du groupe des Holostéens (Meunier F., 2011) bien
que ce caractere soit encore peu exploité dans les études phylogénétiques (Grande,
2010).

Si la nature et la fonction des canaliculi et la nature du tissu dans lequel ils sont
présents ont donné lieu par le passé a de nombreuses controverses (Sire et Meunier,
1994), aujourd’hui un consensus existe concernant ceux présents chez les représentants
actuels, Lepisosteus, Atractosteus et Amia.

Les canaliculi de Williamson sont en effet considérés comme des éléments
caractéristiques de la substance osseuse. IIs sont issus de cellules particuliéres, les
cellules de Williamson (Thomson & McCune, 1984b). Elles ont un comportement
migratoire analogue a celui des odontoblastes. Leur étude ultra-sculpturale a révélé
qu’elles joueraient probablement un réle trophique similaire a celui de vaisseaux
capillaires, en synthétisant des nutriments (amino-acides, sucres, sels minéraux)
qu’elles transporteraient vers les parties profondes de I'écaille grace aux longs
prolongements cytoplasmiques situés au sein des canaliculi (Sire et Meunier, 1994). Les
écailles de type lépidostéoide ne sont en effet que peu vascularisées contrairement aux
écailles de type paléoniscoide (Goodrich, 1907).

La situation n’est pour l'instant pas encore totalement clarifiée en ce qui concerne la
nature des canaliculi de Williamson observés chez les espéces fossiles, notamment
celles présentant de la dentine.

Il me semble important de rappeler ici les différentes observations et hypothéses qui
ont été formulées a ce sujet notamment par Williamson, Goodrich, Qrvig, Schultze,
Thomson et McCune, Sire et Meunier.

Dans sa description des écailles de fLepidotes semiserratus, Williamson observe
'existence de nombreux tubules paralléles d'un diamétre moyen trés légérement
supérieur a ceux présents chez Lepisosteus osseus (4,5 microns vs. 3,2 microns) mais
dont la structure et la disposition au sein des écailles sont similaires (Williamson,
1849). Il note que les tubules se terminent soit d’'une maniére analogue a celle observée
chez Lepisosteus osseus, soit sous la forme d'un faisceau étendu de ramifications au
sein d’une tres fine couche située au niveau des dentelures marquant la jonction avec
la ganoine. Ces ramifications « rappelant les branches sans feuille d’'un arbre en hiver »
possedent la particularité de communiquer entre elles au moyen de boucles. Elles sont
anastomosées. Il constate que la fine couche ol se terminent ces ramifications est de
nature différente de celle de la ganoine et de 'os sous-jacent et lui donne le nom de

« kosmine » (i.e. dentine). Cette couche, en effet contrairement a I'os, ne contient pas
de lacune ostéocytaire mais de nombreux canalicules tres fins et ramifiés. Il remarque
enfin que les extrémités des tubules issus des deux bords libres de I'écaille (i.e. les deux
bords recouvrant les écailles adjacentes) se terminent dans la couche de « kosmine »
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tandis que ceux provenant des deux bords opposés se terminent de la maniére
ordinaire dans la partie osseuse basale.

Goodrich, dans sa description des écailles de type 1épidostéoide observe comme
Williamson que parfois, notamment chez fLepidotes, les tubules peuvent se terminer
en de fines branches au niveau des dentelures caractéristiques de l'interface avec la
ganoine (Goodrich, 1907). Contrairement a Williamson, il ne considére pas cette région
comme étant de la « kosmine » (ie. dentine) car elle ne contient ni cavité pulpaire, ni
réseau vasculaire. D’apreés lui elle n’est donc pas homologue a la « kosmine » (ie.
dentine) des paléoniscides.

Drvig distingue les deux types de tubules décrits précédemment selon qu'’ils se
terminent dans la dentine ou l'os et les nomme respectivement canaux vasculaires de
Williamson et canaux non vasculaires de Williamson (@rvig, 1951). Sa définition des
canaux non vasculaires de Williamson s’accorde bien avec celle admise pour les
canaliculi de Williamson des espéces actuelles, qui sont issus de cellules de Williamson
(Sire et Meunier, 1994). Mais sa définition des canaux vasculaires de Williamson
posséde une signification différente. @rvig nomme en effet canal vasculaire de
Williamson tout canal vasculaire ascendant en connexion avec la dentine
indépendamment de son diametre. Je le cite:

« Those of the canals in question which carried vessels, or capillaries, and from
whose terminal ends dentinal tubes pass off, may be distinguished as canals of
WILLIAMSON sensu stricto, or vascular canals of WILLIAMSON, whereas the others,
which are under reduction so that their vessels have disappeared and so that they do not
connect terminally with dentinal tubes, will be termed non-vascular canals of
WILLIAMSON. »

Drvig dénomme sous le terme de « canaux vasculaires de Williamson » non seulement
les fins tubules de 3 a 5 microns de diameétre se terminant dans la dentine que 'on peut
observer chez fLepidotes et d’autres Holostéens, mais aussi des canaux vasculaires
ascendants bien plus larges présents chez les paléonisciformes, par exemple les larges
canaux vasculaires bordés d’ostéocytes polarisés des écailles de {Scanilepis dubia
(Drvig, 1978a). Ce faisant d’'une part il distingue des structures histologiques que
Williamson et Goodrich considéraient similaires, et leur attribue des natures
différentes, et d’autre part il regroupe sous une méme dénomination des structures
histologiques probablement fort éloignées !

Les définitions d’@rvig s’appuient sur deux hypothéses. Il suppose 'existence d’'une
évolution phylogénétique graduelle de la structure entre les écailles de type
paléoniscoide et celles de type lépidostéoide. Il fait aussi et surtout référence a la
théorie des unités lépidomoriales qu'’il a développé avec Stensio, afin d’expliquer la
nature de ces canaux (@rvig, 1951).
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Selon cette théorie (Donoghue, 2002) les systémes squelettiques dermique et dentaire
sont issus de modules de développement élémentaires appelés lepidomoria. Chaque
lepidomorium se compose d'une couronne de dentine parfois recouverte d’émail, assise
sur une plaque basale. Il se développe a partir d’'une papille dermique alimentée par
une petite boucle vasculaire. La circulation sanguine irrigue la papille en entrant par
un capillaire ascendant provenant d'un complexe vasculaire sous-jacent situé au sein
du corium et ressort par un canal latéral situé pres du collet.

D’apres @Orvig les canaux vasculaires et non vasculaires ascendants de Williamson
dériveraient du capillaire vasculaire ascendant de 'unité lépidomoriale tandis que les
canaux de Williamson entrant par la face externe des écailles en passant a travers la
ganoine dériveraient du canal latéral du lépidomorium (Drvig, 1951). Les canaux en
forme d’arche décrits par Williamson et reliant les tubules au niveau de la dentine sont
également assimilés par Qrvig aux canaux latéraux des unités lépidomoriales. Le
systeme comprenant un canal de Williamson ascendant avec ses extrémités ramifiées
dans la dentine et connecté a ses voisins par un canal latéral constituerait en soi une
unité 1épidomoriale. Je le cite a nouveau:

« In these forms the dentine layer throughout its extent consists of small lepidomorial
dentine units or crowns which, just as in scales of several Subholostean and holostean
Ganoids, are represented by tufts of dentinal tubes which issue from the
superficial parts of vascular canals ascending from below towards the dentine.
These ascending vascular canals, which are clearly the basal canals of
Williamson belonging to the lepidomorial units in question, are connected
superficially by a network of narrow, arch-like canals, representing, at least in part, the
neck-canals of Williamson of thoses units (@Drvig, 1956) ».

rvig a introduit dans ses publications une nomenclature multiple pour décrire les
canaux de Williamson. Elle engendre plus de confusion qu’elle n’apporte de précision.
J'ai répertorié ses nombreuses définitions dans le TABLEAU 2.

Toutes ces variantes n'ont que peu d’utilité, can.W’ par exemple n’apporte aucune
information histologique, un canal vasculaire de Williamson d’apreés la définition
méme d’'@Drvig se terminant dans la dentine. Il pourrait s’agir soit d’un artéfact
d’observation lié a I'épaisseur fine de la coupe qui ne permet pas de suivre le canal sur
toute sa longueur, ou bien d'un phénomeéne de résorption lié a une activité
ostéoclastique a cet endroit. De méme il n’est pas nécessaire de distinguer les canaux
de Williamson descendants. Williamson avait en effet observé que la direction des

« tubules » est toujours perpendiculaire aux lamelles et que ces derniéres se replient
parfois sur les marges, ce repliement conduit donc a des canaux horizontaux voire a
des canaux descendants.

Les canaux vasculaires de Williamson ont également été décrit par Schultze (Schultze,
1966) dans des écailles du sémionotiforme tHistionotus angularis, en association avec
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des canaux non vasculaires de Williamson. Les structures qu’il observe sont tres

proches de celles que j'observe sur le spécimen JRE.2008. J’en donne une illustration
dans la FIGURE 1.

Thomson et McCune ont aussi étudié 'arrangement des canaux de Williamson au sein
d’'un sémionotiforme fossile (Thomson & McCune, 1984b). Ils restreignent I'usage du
terme « canal de Williamson » aux canaux qui, comme ceux des lépisostées actuels,
sont issus de cellules de Williamson et ne sont pas en connexion avec d’autres
systéemes de canaux. IIs observent une fine couche de dentine localisée au niveau de
I'interface avec la ganoine. Cette derniére ne présente ni cavité pulpaire, ni
vascularisation, mais chacune des arborescences constituées par des tubules de dentine
apparait connectée a un canal se dirigeant vers les marges latérales de I'écaille. Ils
décrivent ce canal comme étant d’apparence similaire a un canal de Williamson, a
I'exception des tubules de dentine terminaux, et ils le nomment « canal de la dentine ».

Sire et Meunier introduisent le terme « canaliculi de Williamson » pour éviter toute
confusion entre les canaux de Williamson, dont le diameétre varie de 3 a 5 microns, et
des canaux vasculaires qui sont généralement plus larges ou des tubules de dentine
plus étroits (de 1 a 2 microns) (Sire et Meunier, 1994). Dans leur étude d’écailles
régénérées ils observent que des cellules de Williamson sont parfois présentes avec des
ostéoblastes au sein des parois de canaux vasculaires. Ils supposent qu’au cours de
I'évolution, des cellules apparentées aux ostéoblastes et situées au sein de cavités
vasculaires ont développé une fonction nutritive probablement en lien avec la
disparition du réseau de canaux vasculaires et la réduction de la couche de dentine.
Dans ce cas les canaliculi de Williamson apparaissent secondairement acquis et
représenteraient une spécialisation.

En résumé les auteurs s’accordent sur la nature et la fonction des canaliculi de
Williamson présents chez les Holostéens tant qu’ils ne sont pas en connexion avec la
dentine.

Dans les cas ou ils sont en connexion avec cette derniére, notamment chez certains
Holostéens fossiles, alors les hypothéses divergent. J'ai synthétisé dans le TABLEAU 3
les principales hypothéses qui ont été faite a ce sujet.

Je propose de nommer provisoirement dans ce mémoire « canaliculi de
Williamson de type II», les canalicules d'un diamétre moyen de 3 a 5 microns
en tout point similaires aux canaliculi de Williamson a I'’exception de leur
extrémité se terminant non pas dans de I'os mais dans de la dentine sous la
forme d’un faisceau de fines ramifications.

Jintroduis ce terme afin de pouvoir les distinguer des canaux vasculaires plus larges
(diametre > 8 microns) avec lesquels ils ont été parfois assimilés suite a la définition
d’Orvig. Cette nouvelle désignation fait référence a leur petit diameétre et a la
localisation particuliere de leurs extrémités vis-a-vis des canaliculi de Williamson
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classiques. Elle ne suit pas I'appellation historique faite par Qrvig de « canaux
vasculaires de Williamson » qui est une source de confusion. A ce stade de notre
discussion cette dénomination ne préjuge pas encore de leur nature :

S’agit-il de véritables capillaires ascendants issus des unités lépidomoriales, ou bien
d’une forme particuliére de tubules de la dentine, ou tout simplement de canaliculi de
Williamson classiques issus de cellules de Williamson ? Ce questionnement sera I'objet
de notre discussion.

Matrice extracellulaire du tissu osseux.

La matrice organique extracellulaire du tissu osseux est constituée majoritairement de
fibres de collagene mais aussi de diverses molécules complexes dont les protéoglycanes
(Meunier et Frangois, 1992). Elle est générée par des cellules, les ostéoblastes, situées
en périphérie du tissu osseux. Les fibres de collagéne peuvent s’organiser en strates
successives ou elles sont toutes paralléles entre elles. Si d'une strate a 'autre, les fibres
conservent une méme orientation, on parle de tissu osseux a fibres paralléles ou de
tissu osseux pseudo-lamellaire. Dans le cas ot 'orientation de I'ensemble des fibres
change d’une strate a I'autre, on parle de tissu osseux lamellaire. La substance pré-
osseuse se minéralise grace au dépot de microcristaux d’hydroxyapatite, sur, en et a
I'entour des fibres de collagéne. Quand les microcristaux d’hydroxyapatite se déposent
entre les fibrilles de collagéne et conservent l'orientation de ces derniéres, on parle de
cristallisation ou de calcification inotropique (Qrvig, 1966). Les osteoblastes lorsqu'’ils
sont incorporés dans la matrice organique minéralisée, devenue la substance osseuse,
s’appellent ostéocytes. Ils sont enchassés dans une logette d’ou partent des canaliculi
qui abritent de fins prolongements cytoplasmiques. La forme générale des ostéocytes
dépend du type de cellule mais aussi de la texture osseuse environnante.

La texture de la matrice organique donne une indication sur la vitesse de 'ostéogénese
associée au métabolisme général (Meunier et al., 2008). Le taux moyen de minéral sous
forme d’hydroxyapatite dans l'os est d’environ 65% du poids sec, mais il peut varier de
plus ou moins 20% selon les régions considérées.

Marques de croissance et dge des spécimens.

La vitesse de croissance des écailles est modulée tout au long de la vie du poisson par
des facteurs internes et externes. Parmi les facteurs internes on peut citer les
différentes étapes de la vie du poisson : stade juvénile, adulte ou agé et les périodes de
frais. Au niveau des facteurs externes, notons 'importance de la saisonnalité sur la
croissance avec des périodes dites « d’hivers physiologiques » ot la nourriture se fait
plus rare et les conditions de vie plus difficiles. Ces « hivers » qui peuvent étre plus ou
moins rigoureux selon les années, ne correspondent pas nécessairement a des
fluctuations de la température externe, mais peuvent correspondre aussi a I'alternance
de périodes seches et humides en zone tropicale. Leur fréquence n’est pas
nécessairement annuelle. Enfin 'impact de phénomeénes ponctuels et contingents, par
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exemples ceux liés a des agressions diverses ou des maladies peuvent également
conduire a des modifications du rythme de croissance des écailles du spécimen
considéré.

Ces phénomenes se traduisent par la présence de marques de croissance sur les écailles
: zones, annuli, L.A.C (lignes d’arrét de croissance) sont liés a des modifications de la
composition chimique de la substance osseuse lors de la croissance (taux de
minéralisation, proportions des composants organiques de la matrice extracellulaire)
et constituent une véritable « boite noire » de I'histoire de la vie du poisson (Meunier,
2002).

Thomson a tenté de déterminer le premier I'dge de poissons fossiles. Il s’agit de
spécimens de tSemionotus, poissons du mésozoique proches du spécimen « JRE.2008 »
au plan phylogénétique, mais inféodés aux lacs d’eau douce. Cette détermination a été
réalisée a partir du comptage des incréments de dentelures a I'interface os-ganoine
associée a I'étude de marques caractéristiques observées sur les lames minces des
écailles.

L’auteur observe dans son article de référence (Thomson & McCune, 1984a) des zones
caractéristiques de couleur noire, suivant les lignes de croissance d’écailles, qu'il
attribue aux annuli. L’étude par radiographie X de ces zones montre une augmentation
relative du pourcentage de matiére organique vis a vis de la proportion de phase
minérale. Il interpréte ces marques comme étant dues a des ralentissements de la
croissance des écailles et les utilise pour estimer I'dge approximatif des spécimens a
disposition.

Son interprétation me semble néanmoins en décalage avec ce qui est connu des
phénomeénes de croissance des poissons actuels. Il suppose en effet que lors des
ralentissements de croissance le taux de matiere organique dans la substance osseuse
est plus important que lors des périodes de croissance rapides, alors que de
nombreuses études montrent le contraire. Les annuli et les lignes d’arrét de croissance
(L.A.C.) sont en effet, sauf quelque rares exceptions (Castanet, 1979), des régions
légérement hyperminéralisées vis-a-vis des zones adjacentes a croissance plus rapide
(Castanet, 1979 ; Castanet, 1981 ; Castanet et al., 1977 ; Meunier, 1980 ; Meunier, 2002).

Ces interprétations divergentes nous montrent la difficulté a faire concilier parfois des
observations entre écailles fossiles et écailles actuelles, probablement a cause des
phénomeénes complexes liés aux transformations chimiques durant la fossilisation qui
modifient la nature du contraste des images.

Biréfringence des fibres de Sharpey chez quelques spécimens fossiles.

Je présente ici dans le détail un phénomene particulier décrit par Qrvig concernant
I'organisation des fibres de Sharpey dans les écailles d'un Elasmobranche et
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l'interprétation qu’il en donne, car j’ai observé un phénomeéne semblable sur les écailles
du spécimen JRE.2008.

Drvig observe sur des écailles d’tHolmesella ? sp. (Drvig, 1966), une structuration
périodique des fibres extrinseques, dites fibres de Sharpey, qui relient les écailles entre
elles et au derme sous-jacent (Kerr, 1952). En lumiére polarisée-analysée il observe en
effet des zones o les fibres apparaissent brillantes qui alternent avec d’autres zones
plus sombres (cf. plate 4 dans (DQrvig, 1966)). Dans ces derniéres, les fibres extrinseques
sont peu visibles voire totalement masquées par les fibres intrinséques qui leur sont
perpendiculaires. D’apres lui cette structuration correspondrait a une minéralisation
périodique des fibres de Sharpey. Elle interviendrait probablement lors de périodes
d’arrét ou de ralentissement de la croissance de I'écaille et pourrait servir peut-étre a
renforcer 'ancrage des écailles avec le tissu conjonctif sous-jacent.

L'interprétation qu’il donne de ces structures fossilisées me semble intéressante. J'en
rappelle ici les grandes lignes. Selon lui le principal composant organique de 'écaille, le
collageéne, a disparu au cours des processus de fossilisation et n’est plus présent dans le
tissu osseux. De méme le composant minéral, I'’hydroxyapatite a subi une
transformation chimique en une structure plus stable, la fluoroapatite. Mais cette
transformation s’est réalisée en préservant I'orientation originelle des cristaux
d’hydroxyapatite. Sur une écaille actuelle, les fibres extrinseques présentent une
biréfringence positive due au collagéne, alors qu’elles ont une biréfringence négative
sur un matériel fossile. Ce signe négatif traduirait la biréfringence des cristaux de
fluoroapatite. Leur disposition refleterait I'orientation originelle des fibres extrinseques
de collagene et des cristaux d’hydroxyapatite qui leur étaient intimement associés et
qui ont minéralisés selon un processus inotropique du vivant de 'animal.

Etude histologique des écailles du sémionotiforme JRE.2008.
Description générale de la structure histologique des écailles.

Observation des lames minces en microscopie photonique.

La structure générale des écailles référencées JRE549 (lames minces JRE.549 d et e) et
JRE 550 (lame mince JRE.550 c et d) est constituée localement de deux ou de trois
couches superposées : une couche de ganoine pluristratifiée recouvre, ou non, un
niveau discret de dentine, situé au-dessus d’'une partie basale formée d’os cellulaire
faiblement vascularisé et pseudo-lamellaire. A certains endroits, la couche d’os pseudo-
lamellaire est directement recouverte par la ganoine (FIGURE 12). A d’autres endroits,
notamment a proximité de linitium et dans la région ventro-postérieure de I'écaille,
s'intercale entre les couches d’os basal et de ganoine une fine strate de dentine
(FIGURE 13). Cette dentine qui s’étend en surface de I'écaille, est beaucoup moins
développée en épaisseur que celle présente dans les écailles des polypteres actuels ou
dans les écailles des paléonisciformes. Elle est localement subdivisée en de nombreuses
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petites unités. Chaque unité de dentine apparait associée a une strate de ganoine. Elle
est séparée de l'unité de dentine adjacente par une ligne de résorption (FIGURE 14).
On peut observer dans certaines des unités de dentine la présence fugace ou la
signature d’une petite aire vascularisée, ultérieurement comblée, d’ot1 partent de fins
canalicules odontoblastiques (FIGURE 13 et 14).

La plaque basale osseuse est tres faiblement vascularisée. Elle est traversée par de
nombreux canaliculi de Williamson dont les diameétres varient entre 3,0 et 5,5 microns.
Ces canaliculi sont orientés en direction des faces internes et latérales de I'écaille selon
un cheminement presque en ligne droite (FIGURE 15). IIs traversent les nombreuses
strates d’os pseudo-lamellaire quasi perpendiculairement a ces derniéres. Leurs
origines se situent au sein de 'os pseudo-lamellaire. Au niveau de l'initium, les
canaliculi sont orientés uniquement vers la partie profonde de I'écaille avec leurs
terminaisons pointant vers sa face supérieure. Ces derniéres sont faites d'un plumet
caractéristique, constitué de courtes ramifications cytoplasmiques en éventail, étalées
préférentiellement selon la direction des fibres de collagéne de la matrice osseuse.
Quelques rares canaliculi, aprés avoir suivi le bord latéral de I'écaille, traversent ensuite
les strates de ganoine en direction de la surface externe de I'écaille.

D’autres canaliculi d’apparence semblable aux premiers, et dont le diameétre varie
également entre 3,0 et 5,5 microns, sont orientés vers les régions latérales de I'écaille.
Ils prennent naissance au sein de la couche de dentine située a I'interface avec
la ganoine (FIGURE 16). Leurs terminaisons se présentent non pas sous la forme du
plumet caractéristique des canaliculi de Williamson, mais sous la forme d'un faisceau
plus étendu constitué de fins et longs prolongements cytoplasmiques. Ces
terminaisons semblent a premiére vue proches morphologiquement des processus
odontoblastiques de la dentine (FIGURE 17). Ces canaliculi particuliers, courant le long
du bord latéral, sont généralement branchés, avec plusieurs extrémités situées parfois
dans des unités successives de dentine (FIGURE 16 et 19). Comme je l'ai précisé dans la
partie bibliographique je me propose de les appeler canaliculi de Williamson de type II
pour pouvoir mieux les distinguer par la suite.

La plaque basale est cellulaire et faite d’os pseudo-lamellaire : sa trame est constituée
de fibres paralléles relativement épaisses. Elle incorpore de nombreux ostéocytes, de
forme étoilée, plus ou moins aplatis et alignés dans le sens des fibres. Les dimensions
des logettes ostéocytaires sont d’environ 8 a 12 microns sur leur plus grand diamétre.
Les prolongements cytoplasmiques des ostéocytes sont souvent connectés entre eux.
Ils forment un réseau a l'intérieur de chaque lamelle osseuse (FIGURE 20).

La plaque basale est enfin traversée localement par des faisceaux de fibres
extrinseques, les fibres de Sharpey, reliant les écailles entre elles et au derme sous-
jacent (FIGURE 21).
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Observations en Microscopie électronique a Balayage.

Ces observations au microscope électronique a balayage (M.E.B) de la surface des
sections d’écailles (JRE.549b) apres leur polissage et une attaque légére a I'acide
chlorhydrique dilué a 10%, apportent des informations complémentaires de celles des
lames minces. Elles fournissent une résolution améliorée, mais aussi une information
additionnelle qualitative sur la composition chimique élémentaire des structures, grace
a l'apport de la micro-sonde a rayons X intégrée au microscope.

La FIGURE 22 présente une image de la surface de ganoine multi stratifiée et de la
lame basale osseuse observées a faible grossissement. Les canaliculi de Williamson
ainsi que les canaux vasculaires ressortent en positif. Leur cheminement sur la plaque
basale est différent. Il est possible d’estimer leurs diameétres respectifs. Ceux des
canaliculi de Williamson sont d’environ 3 microns, en accord avec les mesures de
microscopie optique, tandis que les diameétres des canaux vasculaires sont légérement
plus larges et sont d’environ 5 a 6 microns. Les écarts de diameétre entre ces deux
canaux restent faibles, et il serait possible de les confondre d’apres ce seul critére. Mais
la texture des canaux vasculaires apparait légerement torsadée sur les images. Leur
cheminement est plus tortueux et leur disposition au sein de I'écaille s’écarte de celle
des canaliculi de Williamson. Ces différents éléments combinés permettent de les
discriminer.

Une analyse de la composition chimique de ces deux types de canaux par micro-sonde
X (FIGURES 23 et 24), révele la présence majoritaire de carbone, ce qui explique
pourquoi ces structures ont été moins attaquées par l'acide, contrairement a la matrice
osseuse minérale. Ils apparaissent donc en relief a sa surface.

L’analyse X de cette derniére (FIGURE 25 et 27) révéle la présence des éléments
suivants : P et Ca, sont majoritaires, puis viennent le F et le C. L’élément O est
ubiquiste, le Cl pourrait venir du traitement utilisé. Cette composition élémentaire est
bien cohérente avec la nature chimique de la substance osseuse, ou le composant
minéral majoritaire, ’hydroxyapatite, peut étre transformé en fluoroapatite lors de la
diagénese.

La comparaison avec la composition élémentaire de la ganoine est intéressante, Figure
26) : On y trouve également du P et du Ca mais peu de F ni de C. Cette observation est
aussi cohérente avec la structure trés minéralisée de la ganoine (95%) vis-a-vis de la
substance osseuse originelle qui contient avant sa fossilisation de 30 a 40% de matiére
organique. Par ailleurs 'absence de fluor montre que I'impact de la diagénese y serait
plus limité que dans la matrice osseuse au moins en ce qui concerne sa transformation
en fluoroapatite. A moins que les compositions minérales originelles entre la ganoine
et I'os des écailles soient légerement différentes ?

L’origine du carbone observé dans ces structures (endogéne, exogéne ou mixte), reste a
établir, de méme que 'impact de la diagéneése sur les éléments observés. Néanmoins
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ces mesures apportent un éclairage utile sur 'origine du contraste des structures
fossiles en microscopie photonique.

Caractéristiques histologiques remarquables et implications.

Canaliculi de Williamson et canaliculi de Williamson de type II.

Comme nous I'avons signalé précédemment, les tubules de 3 a 5,5 microns de diametre
qui prennent leur origine dans l'os pseudo-lamellaire et se propagent en ligne droite
vers les parties profondes (les plus jeunes) de I'écaille (FIGURE 15), correspondent a la
description des canaux non vasculaires de Williamson selon Qrvig (Qrvig, 1951),
renommés canaliculi de Williamson par Sire et Meunier (Sire et Meunier, 1994). Ils
peuvent étre branchés, et leurs extrémités se présentent sous la forme d’'un plumet

caractéristique fait de deux ou trois prolongements cytoplasmiques en éventail
(FIGURE 29).

D’autres tubules de méme diameétre que les précédents (3 a 5 microns également)
prennent leur origine non pas dans la partie osseuse mais dans la couche de dentine,
ou a son interface (FIGURES 16 a 18). Leur structure souvent branchée, présente
plusieurs extrémités situées parfois dans des unités successives de dentine. Ils
correspondent a la définition des canaux vasculaires de Williamson décrits et illustrés
par Schultze dans les écailles d’fHistionotus angularis (Egerton) (FIGURE u- cf. Fig.48a
dans (Schultze, 1966)), et j’ai suggéré de les appeler provisoirement canaliculi
Williamson de type II, car leur diametre est similaire a celui des canaliculi de
Williamson.

IIs possedent a leur extrémité un faisceau de fins et longs prolongements
cytoplasmiques. Celui-ci est tres semblable morphologiquement aux canalicules
odontoblastiques de la dentine. A moins que ces extrémités ne correspondent aux
tubules de la dentine ? C’est 'interprétation qu’en donnent K. S. Thomson et A.
McCune, d’apres leurs observations d’écailles de {Semionotus :

« There is neither pulp cavity nor vascularization associated with the dentine but each
arborescence of dentine tubules as a unit connects simply with a canal leading out to the
lateral margins of the scale. This ‘dentine canal’is superficially similar to a canal of
Williamson, except for the terminal dentine tubules » (Thomson & McCune, 1984b). »

Quant a moi, j'émets 'hypothése nouvelle que les canaliculi de Williamson et les
canaliculi de Williamson de type Il représentent des signatures histologiques
différentes de canalicules issus de cellules de Williamson identiques.

Cette hypothese repose sur les observations suivantes :

- Les deux types de canaliculi de Williamson possedent des diameétres similaires,
entre 3 et 5 microns. Ces diameétres sont relativement constants sur toute la lon-
gueur du canal, bien que des variations locales puissent exister.
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- A ma connaissance, les canaliculi de Williamson de type II n’ont jamais été ob-
servés seuls mais apparaissent conjointement avec les canaliculi de Williamson.

- L'extrémité en plumet caractéristique des canaliculi de Williamson, avec des
prolongements cytoplasmiques peu marqués s’étalant dans la direction des fi-
brilles de collagéne, s’observe dans une matrice extracellulaire faite d’os pseudo-
lamellaire ou lamellaire. L’extrémité en faisceau avec de nombreux prolonge-
ments cytoplasmiques s’étalant en éventail des canaliculi de Williamson de type
II, s'observe dans une matrice extracellulaire constituée de fibres enchevétrées
sans organisation apparente visible sous microscope. De la méme maniére que
les canalicules des ostéocytes se présentent sous deux formes tres différentes se-
lon qu’ils sont noyés dans de I'os pseudo-lamellaire ou de 'os fibreux, la varia-
tion de la forme des extrémités des deux types de canaliculi de Williamson
pourrait étre liée non pas a une différence de nature, mais plutot a une diffé-
rence de texture de la matrice extracellulaire environnante.

- Au sein des écailles que j'ai étudiées, la structure fine des canalicules odonto-
blastiques de la dentine apparait trés légérement différente de celle des extrémi-
tés des canaliculi de Williamson de type II. Les premiers sont plus fins, plus di-
visés, avec des embranchements dendritiques souvent a angles droits (FIGURES
18 et 31).

- De méme (et pour la méme raison) que les arborescences cytoplasmiques des
extrémités des canaliculi de Williamson alimentent la substance osseuse et sont
en contact avec les prolongements cytoplasmiques des ostéocytes, celles des ca-
naliculi de Williamson de type Il pourraient établir des contacts avec les tubules
de la dentine pour assurer une fonction trophique analogue a celle de « véri-
tables » canaux vasculaires.

A cet égard les observations simultanées des deux types de canaliculi de Williamson
présents sur une coupe verticale (lame mince n°JRE.550c¢, FIGURE 18) ou sur une coupe
tangentielle (lame mince n°JRE.550d, FIGURE 30) de I'écaille référencée
MNHN.F.JRE.550 sont intéressantes. Elles montrent en effet la grande similitude et la
proximité spatiale de ces deux types de canaliculi. On peut observer sur la FIGURE 30,
dans la partie osseuse située en haut de I'image, la jonction entre I'extrémité en plumet
d’un canaliculi de Williamson et un ostéocyte. Tandis qu’au centre de I'image on
distingue un canaliculi de Williamson de type II dont I'extrémité est constituée d'un
large faisceau de fins tubules s’étalant en éventail dans la couche de dentine. Ses
extrémités paraissent a premiére vue tres semblables aux processus des odontoblastes.
Ces derniers sont observés sur la droite de 'image. IlIs présentent néanmoins une
architecture tres légérement différente de celle des extrémités des canaliculi de
Williamson de type 11, notamment leurs ramifications de forme dendritique sont plus a
« angles droits », comme le montre I'agrandissement de la FIGURE 31.
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Observation de canaliculi de Williamson de type II au sein d’'un os dermique

Une observation nouvelle mérite d’étre signalée. Il s’agit de la présence de canaliculi de
Williamson de type II, issus de canaux vasculaires (indiquant que la cellule de
Williamson correspondante était localisée au sein du canal vasculaire) et dont les
ramifications terminales sont en connexion avec les tubules de dentine de 'odontode
d’'un os dermique (lame mince n°JRE.548c-FIGURES 32, 33, et 38).

La présence des cellules de Williamson au sein des cavités vasculaires a déja été
signalée (Sire et Meunier, 1994). Il convient de rappeler que ces derniéres interviennent
de maniere privilégiée dans le processus de formation des odontodes (@rvig, 1977).

Les odontodes recouverts de ganoine monostratifiée sont répartis de maniére
clairsemée a la surface des os dermique du spécimen JRE. 2008, comme sur celui
référencé n°MNHN.F.JRE 548. Certains présentent une cavité pulpaire vide indiquant
que 'odontode était probablement encore « actif » a la mort de I'animal (lame mince
n° JRE.548¢c-FIGURE 38). La dentine est connue pour étre un tissu vivant. Les
odontoblastes reculant devant le front de minéralisation, laissent un processus qui
s’allonge au fur et a mesure qu’elle s’épaissit, tandis que leurs corps cellulaires se
situent sur les bords de la cavité pulpaire.

D’autres odontodes présentent un comblement partiel ou total de la cavité pulpaire par
de la substance osseuse, qui est en contact direct avec la dentine. Dans ce cas les
odontoblastes ne sont plus en connexion avec leur processus cellulaires, la dentine
n’est plus « alimentée » par ces derniers et ne peut continuer a croitre en épaisseur. En
revanche on observe des canaliculi de Williamson de type II dont les extrémités sont
en contact direct avec la dentine et qui émergent de quelques cavités vasculaires
situées au sein de la substance osseuse a proximité de la dentine. Les cellules de
Williamson ayant un role trophique (Sire et Meunier, 1994), il est envisageable qu’elles
puissent alimenter également la dentine de nutriments apres le départ des
odontoblastes, comme elles le font pour la substance osseuse.

Par ailleurs je n’ai pas observé de canaliculi d'un diametre de 3 a 5 microns au sein de la
couche de dentine constitutive des odontodes alors que cette derniére est
particulierement développée.

Il parait donc raisonnable d’envisager que les cellules de Williamson établissent des
connexions avec la dentine probablement apres le départ des odontodes de la surface
de la cavité pulpaire.

Un mécanisme similaire pourrait intervenir au niveau des écailles.

Au vu de ces observations et remarques, on peut supposer que les canaliculi de Wil-
liamson et les canaliculi de Williamson de type II (que I'on a différencié au préalable)
quand ils sont simultanément présents dans les écailles, constituent en fait deux signa-
tures histologiques légerement différentes des prolongements cytoplasmiques de cel-
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lules de Williamson identiques. Ces dernieres pouvant jouer un role trophique a la fois
pour l'os et pour la dentine, suite a la rareté des canaux vasculaires (et/ou leur com-
blement) dans les écailles.

Cette hypothése me semble la plus parcimonieuse vis-a-vis d’hypothéses alternatives

impliquant par exemple I'existence d'une nouvelle population de cellules inconnues a
l'origine de ces canaliculi de Williamson de type II et de nature différente des cellules
de Williamson classiques ou des odontoblastes.

Un doute subsiste quant a confondre au plan histologique le prolongement cytoplas-
mique d’'une cellule de Williamson avec le canal d’un capillaire sanguin, mais cela me
parait peu probable au vu des différences d’agencement de ces deux réseaux au sein
des écailles.

Agencement de la dentine.

La dentine au sein des écailles du spécimen JRE.2008 se présente sous la forme de
petites unités adjacentes situées sous les dentelures constituant 'interface avec la
ganoine. Sa répartition spatiale a I'interface de la ganoine est inhomogeéne. Chaque
unité de dentine est caractérisée par la présence simultanée de fins canalicules
odontoblastiques, par des lignes de résorption sur ses bords dont la forme
caractéristique est due aux lacunes de Howship, ainsi que par la signature
occasionnelle d’une cavité vasculaire, qui le plus souvent est oblitérée. Enfin a chaque
unité de dentine est associée une strate de ganoine. Les caractéristiques présentées ci-
dessus correspondent bien a la définition et a la morphogénése d'un odontode selon
QDrvig (Drvig, 1977). L'ensemble des unités de dentine adjacentes au sein de I'écaille
forme un odontocomplexe (@Drvig, 1978b). Ce mode de croissance de la couche de
dentine, par croissance latérale odontodes juxtaposés, avec résorption du tissu osseux
lors de I'apposition d'un nouvel odontode, rappelle celui observé dans les écailles de
Scanilepis (FIGURE 28. cf. Fig. 1 dans (Qrvig, 1957)). Il différe du mode de croissance de
la dentine des écailles des Polypteres, fait a partir de dentéones qui fusionnent ensuite
pour former une couche de dentine continue et vascularisée dans la partie supérieure
de I'écaille (Sire et al., 2009).

Je note que la dentine au sein des écailles du spécimen JRE.2008 est remarquablement
peu développée en épaisseur. Cette derniere varie en moyenne entre 10 et 20 microns.

Description de l'initium (présence de dentine) et hypothése sur sa formation.

4

La FIGURE 34présente l'initium de I'écaille MNHN.F JRE.549 coupée transversalement
(lame mince JRE.549d). On y distingue a I'interface entre la ganoine et I'os basal une
fine couche de dentine dont I'épaisseur est d’environ 15 microns. Juste en dessous de la
dentine, apparait une couche d’os fibreux de 30 a 40 microns d’épaisseur selon
I'endroit considéré, puis des couches d’os pseudo-lamellaire sous-jacentes. Cette
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description differe de celle de l'initium des écailles de lépisostées dont le rudiment
d’écaille est totalement osseux.

Alors que le rudiment d’écaille des lépisostées se forme a I'intérieur du derme (dans sa
partie supérieure), il apparait dans une partie plus superficielle du derme chez les
polypteéres, presque a l'interface avec I'épiderme. Chez ces derniers la dentine est le
premier élément formé. Il apparait d’abord une papille dermique bien délimitée
adjacente a I'épiderme (Sire et al., 2009) qui va donner lieu a une couche supérieure
irréguliere, constituée de patches de dentine fibreuse en association avec des vaisseaux
capillaires (dentéones).

La présence d’une fine couche de dentine dans la partie supérieure de l'initium du
spécimen JRE.2008 appuie 'hypothese d'un rudiment d’écaille de nature
odontogénique, initié par la condensation des cellules du mésenchyme en une papille
dermique adjacente a I'épiderme.

Considérons 'organisation des canaliculi de Williamson au voisinage de l'initium. Ils
sont situés sous la couche de dentine, et sont orientés uniquement en direction de la
face profonde de I'écaille (FIGURE 34).

Cette organisation différe de celle observée chez les 1épisostées. Chez ces derniers, ils
sont présents sur le pourtour de l'initium, certains des canaliculi étant dirigés non pas
vers la face profonde mais vers la face supérieure de I'écaille.

L’organisation des canaliculi de Williamson répartis autour de l'initium chez les
lépisostées s’accorde bien avec I'apparition d’'un rudiment d’écaille d’origine
ostéogénique, ancré au sein du derme, comme Sire a pu l'observer sur des écailles
régénérées (Sire, 1994). La croissance du rudiment d’écaille se faisant par apposition de
fibrilles de collagene sur toute sa périphérie, les canaliculi de Williamson peuvent se
développer perpendiculairement aux fibrilles de collagéne a partir de cellules de
Williamson situées sur le pourtour de I'initium. Dans le spécimen JRE.2008, 'absence
de canaliculi de Williamson orientés en direction de la surface de I'écaille au niveau de
l'initium s’accorde bien avec un processus de formation du rudiment d’écaille de nature
odontogénique.

Une répartition inhomogéne de la dentine au sein des écailles

L’étude approfondie de la localisation de la dentine du spécimen JRE.2008 me semble
intéressante pour tenter de cerner les mécanismes biologiques a 'origine de sa
formation. Elle pourrait I'étre également pour appréhender les mécanismes évolutifs
conduisant a sa disparition.

Les FIGURES 35 et 36 représentent deux vues générales de la répartition de la dentine
sur deux écailles distinctes du flanc de 'animal, et selon deux coupes perpendiculaires.
La FIGURE 35 correspond a une coupe longitudinale (lame mince JRE.550c¢) réalisée du
bord antérieur au bord postérieur d’'une premiere écaille des flancs référencée n°
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MNHN.F.JRE.550. La FIGURE 36 correspond a une coupe transversale dont
l'orientation est perpendiculaire a la précédente, (lame mince référencée JRE.549d)
réalisée du bord dorsal au bord ventral d'une deuxiéme écaille des flancs référencée
MNHN.F.JRE.549. Ces deux coupes passent par l'initium. Une troisiéme coupe
transversale (FIGURE 37 - lame mince référencée JRE.549.e) a également été réalisée au
2/3 du bord postérieur de I'écaille n°MNHN.F.JRE.559. Enfin nous avons observé
I'agencement de la dentine au sein d'un petit os dermique provenant probablement de
la région circumorbitaire, qui est orné d’'odontodes recouverts de ganoine
monostratifiée (FIGURE 38 - lame mince JRE.548c).

Sur les FIGURES 35 et 36, j'observe une couche superficielle trés discréte de dentine qui
débute au niveau de I'initium, puis qui s’étend ensuite aux dentelures adjacentes
marquant l'interface avec la ganoine. Sur ces deux coupes faites selon des sections
longitudinale et transversale, la couche de dentine s’arréte aprés un certain nombre
d’'incréments de dentelure, comptés a partir de I'initium.

Mesures faites sur une coupe longitudinale passant par l'initium.

Considérons la coupe longitudinale (lame mince JRE.550c) de la FIGURE 35 : sur 151
incréments mesurés de l'initium jusqu’au bord postérieur de I'écaille, 63 incréments
correspondent a de la dentine. Je mesure a partir de l'initium 57 incréments adjacents
de dentine, suivi d’'une zone de transition de 12 incréments ou les dentelures de
dentine alternent avec des dentelures de nature osseuse. Cette zone de transition
correspond a 6 incréments additionnels de dentine. Les 88 dentelures restantes
jusqu’au bord postérieur de I'écaille sont uniquement de nature osseuse. Donc 42% des
incréments formés au cours de la croissance du spécimen JRE.2008 durant sa vie
correspondent a des incréments de dentine. Je suppose, par comparaison avec les
données issues des travaux de Thomson et McCune (Thomson et McCune, 1984a), que
ce dernier était adulte et avait méme atteint un dge fort avancé d’apres sa taille
exceptionnelle pour un Lepidotes du Jurassique et le nombre considérable de ses
incréments.

Sij’évalue I'étendue relative de la dentine le long de I'axe longitudinal de I'écaille, elle
s’étend sur environ 43% de la demi-longueur de I'écaille mesurée de l'initium jusqu’a
son bord postérieur. Notons que la partie antérieure de I'écaille ne présente pas de
trace de dentine.

Il est intéressant de comparer ces données avec les mesures du nombre de dentelures
chez des spécimens dont I'dge est connu. Comme précédemment décrit chez des
lépisostées (Thomson et McCune, 1984a), la vitesse de dépot des incréments est trés
rapide lors des deux premiéres années de vie puis diminue notablement ensuite. Ainsi
chez un Lepisosteus male de 16 ans, 40% des incréments sont formés durant sa
premiere année de vie, tandis que pour une femelle de 10 ans dont la croissance
apparait un peu plus rapide, cette proportion est de 35%. Enfin pour un Lepisosteus
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platyrhinchus de 7 ans, 39% des incréments de |'écaille sont formés deés la premiére
année. Chez un Semionotus fossile dont I'écaille possede pres de 60 incréments, selon
le mode de calcul de son age estimé entre 5 et 6 ans, de 33% a 52% des incréments de
I'écaille seraient formés lors de la premiere année de vie.

Sans connaitre I'dge précis du spécimen JRE.2008, je peux néanmoins déduire grace a
la comparaison de mes mesures avec celles de Thomson et McCune, que la dentine
s’est développée tres probablement lors de la phase de croissance rapide de I'écaille, au
cours de la premiere ou des deux premieres années de sa vie. En effet de 30% a 50% des
incréments de la dentelure sont produits durant les deux premieres années de vie de
lépisostées actuels et de fSemionotus fossiles, deux groupes phylogénétiquement
proches de mon spécimen. Je peux donc supposer que les 42% d’incréments de dentine
du spécimen JRE.2008 ont également été produits durant la premiére ou les deux
premieéres années de sa vie.

Mesures faites sur une coupe transversale passant par l'initium

Je constate sur la coupe transversale (lame mince JRE.559d) de la FIGURE 36 que la
dentine est également présente au niveau de l'initium et qu’elle s’étend ensuite
uniquement en direction du bord ventral de 'écaille. A partir de l'initium et en
direction du bord dorsal, je n’observe pas de trace de dentine dans les différentes
dentelures délimitant l'interface avec la ganoine. Le nombre d'incréments de la
dentelure qui est mesuré sur la coupe transversale est beaucoup plus important que
celui de la coupe longitudinale : environ 286 incréments sont mesurés en direction du
bord ventral et 284 en direction du bord dorsal, comptés a partir de l'initium. Les
largeurs des demi-écailles mesurées a droite et a gauche de l'initium sont également
sensiblement égales. Si j’évalue le développement de la dentine en direction du bord
ventral de I'écaille, je dénombre seulement 37 incréments de dentine sur un total de
286 incréments mesurés depuis l'initium. La dentine représente ici seulement 13 % des
incréments présents sur cette demi-largeur. Si je mesure sa répartition spatiale sur la
coupe transversale, elle s’étend sur environ 23% de la demi-largeur ventrale. Cet écart
est lié selon moi a I'étendue non négligeable de 'initium et a la taille moindre des
incréments de dentelure sur cette coupe, qui sont mesurés le long de l'interface avec la
ganoine.

Observation de la dentine sur une coupe transversale située prés du bord postérieur.

Je constate sur la coupe transversale (lame mince JRE.559e) réalisée a proximité du
bord postérieur de I'écaille n°MNHN.F.JRE.549 que la dentine est localisée seulement a
deux endroits précis le long de cette coupe (FIGURE 37). Un examen attentif de
I'orientation des couches d’os pseudo-lamellaire au sein de la coupe et la comparaison
avec la partie postérieure de I'écaille me permettent d’identifier ces deux zones comme
provenant des deux épines caractéristiques qui ornent sa partie postérieure. Le nombre
d’épines situées sur la partie postérieure des écailles du spécimen JRE.2008 est variable
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et comprise entre 1 et 6 épines en fonction de I'écaille considérée. Toutes les épines
sont toutes situées sur la partie ventrale du bord postérieur.

La dentine est plus développée en épaisseur dans ces deux régions (de 50 a 8o
microns). On peut y observer notamment (FIGURE 14) les processus odontoblastiques
émanant d'une cavité vasculaire qui n’est pas oblitérée, et les nombreuses lacunes de
Howship délimitant les unités de dentine adjacentes. Dans les autres régions de
I'écaille ou la dentine est présente (FIGURE 13), cette derniére est beaucoup moins
développée en épaisseur (moins de 25 microns), les lacunes de Howship délimitant les
unités adjacentes de dentine y sont moins nombreuses et les cavités vasculaires
apparaissent souvent oblitérées.

Observation de la dentine au sein des odontodes d'un os dermique.

L’os dermique référencé n°MNHN.F.JRE.548, qui provient probablement de la région
circumorbitaire, présente a sa surface quelques odontodes irrégulierement répartis et
recouverts de ganoine monostratifiée. La lame mince JRE.548c correspond a une
section transversale de cet os passant par six odontodes (FIGURE 38). Certains
odontondes présentent une cavité pulpaire vide tandis que chez d’autres la cavité
pulpaire a été partiellement voire presque totalement comblée par de la substance
osseuse (FIGURE 33). Au sein de la dentine deux zones peuvent étre distinguées :

- Une couche externe mince d’environ 40 microns d’épaisseur, ou les
terminaisons des processus odontoblastiques sont trées fines et ramifiées avec
une forme dendritique.

- Une couche interne beaucoup plus épaisse (d’environ 400 microns) s’entendant
jusqu’a la cavité pulpaire et ou les processus odontoblastiques se présentent
sous la forme de longs tubules paralléles entre eux d'un diameétre d’environ
1,5micron.

Signalons que les fines extrémités ramifiées des processus odontoblastiques de la
couche externe des odontodes ressemblent a ceux présents dans les unités de dentine
des écailles, probablement a cause du faible développement en épaisseur de cette
derniére.

Hypotheéses de travail concernant la répartition hétérogéne de la dentine au sein des
écailles.

La dentine est répartie de maniére inhomogéne mais elle n’est pas répartie au hasard.
Je résume I'ensemble de mes observations, encore fragmentaires, ci-apres. Elles sont
schématisées sur la FIGURE 39.

- La dentine est présente au niveau de l'initium.

- La dentine est présente au niveau des dentelures marquant l'interface avec la
ganoine.
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- Son épaisseur est en moyenne tres faible (de 10 a 25 microns)

- Sur les deux coupes longitudinale et transversale passant par l'initium, les unités
de dentine sont contigués selon une zone qui s’étend a partir de l'initium dans
les directions postérieure et ventrale.

- La présence de dentine s’'interrompt a partir d’'un certain nombre de dentelures
sur les deux coupes précédemment citées. Ce nombre est plus important selon
I'axe antéro-postérieur que selon I'axe dorso-ventral.

- La dentine n’est pas observée, a partir de l'initium, en direction du bord
antérieur et du bord dorsal respectivement sur la coupe longitudinale et la
coupe transversale.

- La dentine est localement présente sous les deux pointes (ou denticules) situées
sur le bord postérieur d'une écaille.

Je propose d’introduire et discuter la validité de trois hypotheses « de travail » pour
tenter d’expliquer cette répartition inhomogene de la dentine a l'interface de la
ganoine :

- Linfluence éventuelle du métabolisme ?
- L’influence éventuelle de contraintes spatiales et de 'organisation des écailles ?

- L’influence éventuelle d’'une structuration particuliére de I'épiderme ?

Premiére hypotheése : L'influence éventuelle du métabolisme ?

La formation de la dentine au sein des écailles apparait plus importante durant les
deux premieres années de vie du spécimen JRE.2008. D’apres les courbes de croissance
relevées sur des lépisostées (Thomson et McCune, 1984a), cette période juvénile
correspond a une croissance rapide associée a un niveau de métabolisme élevé. On
pourrait donc émettre '’hypothese que la formation de dentine soit éventuellement
favorisée par un niveau de métabolisme élevé ?

Deuxiéme hypotheése : L'influence éventuelle des contraintes spatiales et de

I'imbrication des écailles ?

Si jadmets que le pourcentage relatif d'incréments mesurés sur une demi-longueur ou
une demi-largeur indique approximativement un méme age, indépendamment du
choix de l'écaille, alors je dois faire intervenir un deuxiéme mécanisme pour expliquer
'écart chronologique lié a I'arrét de la production de dentine entre les deux coupes
transversale et longitudinale passant par l'initium. La production de dentine s’arréterait
de fait beaucoup plus précocement au niveau de la coupe transversale. Par ailleurs
comment expliquer I'absence de dentine le long des demi-largeurs en direction du
bord antérieur et du bord dorsal de ces mémes coupes ?

PAGE 40



Considérons I'agencement des écailles sur une rangée orientée ventrodorsalement et
selon deux rangées adjacentes. La FIGURE 4o illustre un tel agencement sur un
Lépisostée. On constate que les bords postérieurs et ventraux sont recouvrants, tandis
que les bords antérieurs et dorsaux sont recouverts par les écailles adjacentes.
L’épiderme qui couvre 'ensemble de I'écaillure présente des plis au niveau des bords
postérieurs, et également dans une moindre mesure au niveau des bords ventraux.

Nous pouvons noter que la dentine est présente en direction des bords postérieurs et
ventraux des écailles qui sont recouvrants, alors qu’elle est absente des bords
antérieurs et dorsaux qui sont recouverts par les écailles adjacentes. Une observation
similaire a été faite par Williamson en 1849 (Williamson, 1849).

D’aprés de nombreux auteurs (Drvig, 1977 ; Schaeffer, 1977 ; Sire et al., 2009), un
contact direct avec la membrane basale de I'épiderme est nécessaire pour la formation
d’une papille dentaire et la différentiation des cellules du mésenchyme en
odontoblastes. Sachant qu'une fine couche de derme s’intercale la plupart du temps
entre la surface des écailles et I'épiderme chez les 1épisostées (Kerr, 1952), sauf lors des
brefs épisodes de formation de la ganoine ot un contact direct se crée (Sire, 1994),
cette couche dermique ne pourrait-elle pas empécher la formation de la dentine chez
cette espece ?

Il me parait envisageable que la distance entre la lame basale de I'épiderme et les bords
en croissance des écailles du spécimen JRE.2008 ot se forme potentiellement la
dentine, puisse varier spatialement en fonction de la nature de ces bords qui sont de
type recouvrant ou recouvert, mais aussi en fonction des différences d'imbrication des
écailles au vu de leur grande variété de formes et d’agencement.

J'émet donc '’hypotheése, au moins en ce qui concerne les deux écailles des flancs dont
jai étudié les coupes histologiques, que la distance entre la surface du bord en
croissance et la lame basale de I'épiderme serait peut-étre plus grande sur les bords
antérieurs et dorsaux recouverts par des écailles adjacentes, que sur les bords
postérieurs et ventraux qui recouvrent les écailles voisines. Cette contrainte
topologique, a savoir disposer d'une proximité spatiale suffisante entre la lame basale
de I'épiderme et le bord de I'écaille en croissance durant un temps donné pour pouvoir
différentier les cellules du mésenchyme en odontoblastes, est une condition nécessaire
a la production de dentine mais elle n’est pas suffisante. Ainsi selon cette hypothese
d’une contrainte topologique, la dentine ne pourrait pas étre présente sur le bord
antérieur des écailles et notamment au niveau des deux processus articulaires
longitudinaux, car ils sont largement recouverts par les écailles adjacentes, et bien
ancrés au sein du derme.

Cette deuxiéme hypotheése mériterait d’étre davantage étayée, mais elle s’accorde bien
a mes observations au sujet de la répartition spatiale inhomogene de la dentine sur les
deux coupes longitudinales et transversales passant par l'initium.
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Troisieme hypothése : L'influence éventuelle d'une structuration particuliére de

I'épiderme sur la localisation de la dentine ?

Cette derniére hypothese m’est suggérée par la localisation particuliére de la dentine
sur la coupe référencée n° JRE.549d (Figure 37). Elle est en effet localement présente a
deux endroits bien précis qui correspondent a la position des deux épines situées au
bord postérieur de I'écaille n°MNHN.F.JRE.549 du spécimen JRE.2008. Mes deux
premieres hypothéses ne permettent pas d’expliquer cette derniére observation.

L’'observation de dentine localisée sous les crétes longitudinales caractéristiques ornant
la surface des écailles de 'espéce +Obaichthys africanus a déja été signalée (Meunier et
al., 2016). Chez le genre +Obaichthys cette ornementation des écailles est
particulierement remarquable, et les crétes ne sont pas disposées au hasard. Elles
forment notamment chez 1Obaichthys decoratus des lignes longitudinales continues et
régulierement espacées le long du corps du poisson, qui paraissent indépendantes de la
forme et de I'imbrication des écailles qui les supportent (FIGURE 41).

Si la forme générale des écailles et de leurs imbrications est probablement sous le
contrdle du mésoderme, la localisation des ornementations superficielles des écailles
sous forme de crétes ou d’épines, et éventuellement de la dentine sous-jacente (si la
généralisation de sa présence sous ces ornementations est confirmée), ne pourrait-elle
pas étre gouvernée par une structuration particuliére de I'épiderme ?

L’épiderme a la particularité de pouvoir générer des patterns remarquablement
structurés, en termes d’'ornementations pigmentaires, qui ont fait I'objet de
nombreuses études théoriques et expérimentales (Murray, 1988 ; Meinhardt, 2009),
notamment chez les poissons (Kondo et Asai, 1995 ; Kondo et al., 2009). Des
mécanismes similaires ne pourraient-ils pas étre a 'ceuvre et gouverner la localisation
précise de la dentine au sein de la couverture écailleuse, sachant que sa formation
nécessite I'établissement d'une interaction avec I'épiderme ?

Ces trois hypotheses « de travail » ne sont bien évidemment que des conjectures visant
a proposer des mécanismes « plausibles » susceptibles d’expliquer la production
inhomogeéne de la dentine au sein du spécimen JRE.2008. Elles reposent sur des
observations encore fragmentaires de la localisation de la dentine qui devront étre
étayées par des études complémentaires pour étre validées ou infirmées.

Etude des marques de croissance du spécimen JRE.2008

Remarques sur l'utilisation des incréments de dentelure

J'ai constaté précédemment que le nombre d’'incréments de dentelures marquant
I'interface entre la plaque basale des écailles et la ganoine n’est pas le méme quand il
est mesuré selon deux coupes longitudinales et transversales passant par l'initium. Il
s’agit ici d’écailles différentes mais de taille et de morphologie proches. Cette
différence significative du nombre d’incréments mesurés sur la demi-longueur et la
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demi-largeur (150 vs. 286) est-elle due a I'étendue plus importante de la dentine sur la
coupe longitudinale n°JRE.550c¢, que sur la coupe transversale n°JRE.549d (42% vs. 13%
du nombre relatif d'incréments), ou bien a la taille moyenne des incréments qui est
plus importante sur la coupe longitudinale que sur la coupe transversale, ou bien au
fait que ces deux coupes proviennent de deux écailles différentes ? Toujours est-il que
ces différences viennent compliquer l'interprétation des relations entre le nombre
d’'incréments et I'dge relatif des spécimens qui ont été faites par Thomson et McCune
(Thomson & McCune, 1984a). Elles n’ont pas été mentionnées par cet auteur, et nous
ne connaissons pas l'orientation de ces coupes histologiques. A noter que les écailles
fossiles dont il a étudié le pattern de croissance présentent également des traces de

dentine a I'interface avec la ganoine.

Si je mesure le nombre d’incréments a droite et a gauche de l'initium sur la coupe
transversale, en suivant le contour de la fine marque de croissance correspondant a
I'arrét de la production de dentine, jobtiens des valeurs respectivement de 37
incréments de dentine en direction du bord ventral et de 38 incréments de nature
osseuse en direction du bord dorsal. A I'incertitude de mesure preés, ces deux valeurs
sont treés proches, donc la nature de la dentelure, de type dentine ou osseuse, ne
semble pas influer leur nombre.

Comme le mentionnent Thomson et McCune (Thomson et McCune, 1984a): «the
width of each new ring of ganoine, measured horizontally along the bone / ganoine
interface, is roughly constant». Je confirme cette observation sur une coupe donnée.
Par contre, pour les deux coupes transversales et longitudinales issues des deux écailles
distinctes, il existe une différence notable de la largeur moyenne des incréments.

En conséquence, le nombre absolu d’incréments de dentelure d'une écaille ne peut pas
étre utilisé pour caractériser 'dge d’'un spécimen. Par contre la mesure du pourcentage
relatif d'incréments le long d'une coupe permet de corriger la variabilité existant d’'une
écaille a 'autre, et me semble donner une indication utile pour caractériser la
croissance relative des écailles.

Marques de croissance présentes sur le spécimen JRE.2008

De trés nombreuses lignes fines et bien marquées, visibles en microscopie optique,
suivent le contour des écailles a un stade donné de sa croissance (cf. FIGURE 21). Elles
ressemblent plus aux « delicate dark lines » que Thomson et McCune attribuent a des
pauses temporaires dans le processus de croissance, qu'aux « heavily marked dark
zones » qu’il associe aux changements périodiques majeurs qui me permettrait
d’estimer I'dge du spécimen (Thomson et McCune, 1984a).

J'observe bien en lumiére transmise des zones « étendues » de couleur noire au niveau
des régions riches en fibres de Sharpey et dont on pourrait attribuer la couleur, comme
le font Thomson et McCune pour les écailles de Semionotus, a un enrichissement local
en matiere organique (Thomson et McCune, 1984a). Ces fibres constituent en effet un
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apport supplémentaire de collagéne. Mais la maniére irréguliére dont la couleur noire
est répartie au niveau des fibres extrinséques en se propageant parfois d'une fine ligne
de croissance aux fibres de Sharpey adjacentes, ou bien au contraire en s’arrétant
brutalement, me fait envisager un role non négligeable de la fossilisation sur cette
répartition (cf. FIGURE 21). Ces irrégularités, et le role complexe de la diagéneése
rendent délicate selon moi l'attribution univoque d’une région présentant un contraste
de coloration a une zone ou a un annulus sur du matériel fossile.

Minéralisation périodique des fibres de Sharpey.

En revanche, je note un changement périodique de la morphologie des fibres de
Sharpey qui me semble étre porteur d'une information plus facilement exploitable et
plus fiable pour estimer les rythmes de croissance des spécimens fossiles.

Les fibres de Sharpey se présentent selon deux morphologies distinctes :

- Elles sont visibles en lumiére transmise (champ clair) sous des formes ondu-
lantes noires d’'un diameétre moyen d’environ 1 micron (entre 0,8 et 1,3 micron),
ou bien sous des formes ondulantes translucides. Fibres noires et fibres translu-
cides ont la méme apparence externe et le méme diametre (cf. régions A et C de
la FIGURE 42). La différence de contraste entre ces deux régions est due a une
différence de composition chimique provenant peut-étre d'un remplissage de
matiére organique au sein des fibres de couleur noire. Comme je I'ai indiqué
précédemment cette différence de contraste est liée selon moi a l'effet de la dia-
génese, et non a une différence dans la nature originelle des fibres au sein de ces
régions.

- Elles ne sont pas visibles, sur des régions peu étendues, en lumiére transmise (cf.
région B de la FIGURE 42), tandis qu’elles sont bien visibles sous la forme de
bandes blanches en lumiére polarisée-analysée ou en contraste interférentiel. En
D.I.C (FIGURE 43) on observe également la présence additionnelle d’'une stria-
tion a leur surface. Leur épaisseur est réguliére et de I'ordre de 3 microns. Ces
fibres blanches sont dans la continuité des fibres noires ou translucides décrites
précédemment (FIGURE 44).

Cette alternance de la structure des fibres de Sharpey est liée d’aprés moi a un
phénomeéne de minéralisation périodique de ces derniéres, semblable a celui décrit par
Arvig sur les écailles d'fHolmesella ? sp. (Drvig, 1966).

Les régions (région B des FIGURES 42 a 44) ou les fibres de Sharpey sont peu visibles
en lumiere transmise mais bien visibles en lumiere polarisée et en D.I.C. sous la forme
de bandes blanches striées d’environ 3 microns de large correspondraient selon moi a
des domaines ou les fibres ont été minéralisées (minéralisation inotropique) du vivant
de 'animal. Comme le suggere Orvig (Arvig, 1966) les fibres extrinséques minéralisent
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préférentiellement lors des périodes de ralentissement de la croissance. Autrement-dit,
ces régions pourraient correspondre a des « annuli ».

Les régions de plus grande étendue ou les fibres apparaissent en lumiére transmise
sous la forme de filaments noirs ou translucides ondulants d’environ 1 micron
d’épaisseur (régions A et C de la FIGURE 42) sont des régions ou les fibres extrinséques
ne seraient pas minéralisées du vivant de 'animal. Autrement dit ces régions pour-
raient correspondre aux « zones », c’est-a-dire aux régions correspondant a des pé-
riodes de croissance rapide (par opposition aux « annuli »).

L’absence de visibilité en lumiére transmise des fibres de Sharpey dans les régions ou
elles sont bien visibles en lumiére polarisée-analysée est due a la faible différence
d’indice de réfraction entre les fibres extrinseques minéralisées et le milieu
environnant constitué par des fibres intrinseques également minéralisées. Les fibres ne
se sont pas interrompues mais sont juste devenues invisibles en lumiére transmise. La
lumieére polarisée-analysée permet de les révéler. Dans ce cas c’est 'orientation
privilégiée des cristaux d’hydroxyapatite (ou de fluoroapatite), ayant minéralisé de
manieére inotropique au sein des fibres, qui est a 'origine du phénomene de
biréfringence et de leur couleur blanche en lumiére polarisée-analysée. A l'inverse les
fibres de Sharpey non minéralisées sont invisibles en lumiére polarisée-analysée car
elles ne sont pas biréfringentes.

En conséquence les observations en lumiére transmise et en lumiére polarisée-
analysées sont trés complémentaires et permettent de visualiser I'intégralité des fibres
de Sharpey.

Il est intéressant de noter que la morphologie et 'épaisseur des fibres de Sharpey est
notablement différente selon qu’elles sont minéralisées ou non. Fines et ondulantes
d’environ 1 micron d’épaisseur quand elles ne sont pas minéralisées, on les observe
sous la forme de bandes plus larges d’environ 3 micron d’épaisseur, plus rectilignes et
striées quand elles sont minéralisées. Je reviendrais au paragraphe suivant sur l'origine
des striations. Ce phénomene particulier n’ayant pas encore été observé a ma
connaissance.

L’observation faite en couplant lumiére naturelle et lumiére polarisée-analysée d’'une
différence périodique de minéralisation des fibres extrinseques, me parait étre un
indicateur plus « robuste » des cycles de croissance des spécimens fossiles que la seule
observation d’un contraste de couleur au sein des régions.

Mes premieres observations qualitatives indiquent, en partant des régions les plus
profondes (les plus jeunes) au plus superficielles (les plus dgées) de la partie basale des
écailles, un rétrécissement régulier de I'étendue des différentes domaines (zones +
annuli) ou les structures des fibres extrinséques alternent. Si I'alternance périodique de
la minéralisation des fibres de Sharpey est sous le contréle d'un phénomeéne extérieur
périodique, comme une saisonnalité, alors ce rétrécissement traduirait le
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ralentissement du métabolisme du spécimen au cours des différentes périodes sa vie,
du stade juvénile jusqu’a un stade de vie trés avancé.

Mise en évidence de stries sur les fibres de Sharpey.

Observations microscopiques.

Dans ce paragraphe, je présente quelques observations que j'ai réalisées sur des fibres
de Sharpey isolées afin de décrire précisément leur structure.

La FIGURE 45 montre des fibres extrinséques minéralisées observées en lumiére
naturelle et en contraste interférentiel. Elles sont presque invisibles en lumiere
naturelle mais se présentent sous la forme de bandes blanches striées en D.I.C.
L’agrandissement de la FIGURE 46 permet d’évaluer la périodicité des stries sur ces
derniéres : elles sont ici régulierement espacées d’environ 1 micron. Je note également
que les stries sont perpendiculaires a I'axe de la fibre. La largeur des fibres extrinseques
varie légérement d’une fibre a I'autre, de 2 a 3 microns, mais reste relativement
constante le long d’'une fibre donnée.

La FIGURE 47 permet de mettre en évidence la présence locale de fibrilles noires au
sein et dans la prolongation des larges bandes blanches striées correspondant aux
fibres de Sharpey minéralisées. Ces fibrilles noires sont parfois réunies en faisceau.
Elles sont également extrémement fines. J'estime leur épaisseur a 0,3 microns. Cette
valeur est a considérer avec précaution car la largeur que je mesure correspond a la
limite de résolution du microscope optique. Il s’agit ici trés probablement de fibres de
Sharpey partiellement minéralisées en leur centre, la fraction non minérale étant
constituée des fibrilles noires. Il est en effet connu que les fibres de collagene
constitutives de la matrice intrinséque minéralisent en premier, suivi par la
minéralisation des fibres de Sharpey qui s’étend de la périphérie jusqu’a leur centre et
laisse ce dernier parfois incomplétement minéralisé (Jones et Boyde, 1974), (1).

Les fibres de Sharpey non minéralisées présentes sous la forme de fibres noires
ondulantes (cf. les fibres observées dans la région C de la FIGURE 42), sont tres

(1) A. Boyde, communication personnelle, 2016 : «Sharpey fibres are collagen fibres which insert (often
more or less perpendicularly but also often at oblique angles) into a calcified tissue surface to attach the
calcified tissue structure to something else, like a tendon or ligament - usually there has to be a muscle
to exert a pull. Sharpey fibres are made external to the organ. In the process of mineralisation, the
intrinsic matrix collagen which forms parallel with the surface of the forming tissue mineralises first,
and the process spreads inwards towards the centres of the Sharpey fibres, very often leaving a non-
mineralised centre in the Sharpey fibre - and that is what you are imaging, not the whole fibre itself.
This is why you have a refractive index difference which makes it possible for you to see them with light
microscopic methods. The process of growth of the calcified tissue surface which is incorporating the
external Sharpey fibres is non-uniform - it is subject to diurnal (circadian) and longer period rhythms.
The striations that you show are incremental lines, most probably daily. Some of your images show this
exquisitely.”
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probablement constituées d'un faisceau de fibrilles analogues a celles que j'observe sur
la FIGURE 47.

Hypothése sur 'origine des stries : un phénomeéne d’auto-organisation du collagene ?

D’ou vient l'origine des stries que j'observe en Contraste interférentiel (D.1.C) sur les
bandes blanches caractérisant les fibres de Sharpey minéralisées ? Ces stries n’ont pas a
ma connaissance encore été signalées et leur origine reste donc a élucider. Elles sont
tres difficilement perceptibles en lumiére naturelle, en contraste de phase ou en
lumiére polarisée analysée alors qu’elles apparaissent trés nettement en D.I.C. Cette
différence de visualisation provient selon moi de I'effet de « coupe optique » du
contraste interférentiel qui permet de mettre en évidence des détails fins présents dans
une coupe donnée, dont I'épaisseur est estimée a environ a 0,5 microns pour un
objectif x100, en « nettoyant » les images provenant des plans de coupe voisins(Murphy
et al., 2012). Cette striation correspondrait-elle a des variations locales d’orientation des
cristaux d’hydroxyapatite ? Ce phénomene rappelle en effet celui observé dans les
structures en contre-plaqué du derme et de I'os lamellaire ot les changements
d’orientations réguliers des fibres de collagéne entre strates successives induisent un
phénomene d’extinction périodique de la lumiére et la présence de bandes
alternativement sombres et brillantes en lumiére polarisée-analysée. Les observations
de structures striées sont nombreuses dans le monde vivant mais aussi dans le monde
minéral. Ainsi au sein des fibrilles de collagéne, des stries caractéristiques sont
observées en microscopie électronique a transmission, mais leur échelle est bien plus
petite. Le muscle « strié » présente également une structure périodique caractéristique
en microscopie optique. De méme la précipitation de substances minérales dans
certaines conditions physico-chimiques particuliéres conduit a une organisation
réguliére sous formes de bandes connues sous le nom de « Liesegang bands », comme
le montre la FIGURE 48. Les stries seraient-elles un artéfact de fossilisation ?

Une analyse de la périodicité des stries en lien avec la matrice environnante me donne
un premier élément de réponse. Cette derniére n’est pas constante mais peut varier du
simple au double (entre 1 et 2 microns) d’'une fibre a une autre, mais aussi entre deux
régions distinctes d'une méme fibre, comme le montre la FIGURE 49. Les fibres de
Sharpey peuvent également se diviser, sans que cela altere la périodicité des stries.
Enfin dans certaines régions elles n’apparaissent pas sur les fibres blanches.

D’apres les nombreuses observations que j'ai réalisées, leur présence sur les fibres de
Sharpey minéralisées semble conditionnée par la présence d'une texturation marquée
de la matrice osseuse environnante constituée par des fibres intrinseques de collagéne
caractéristiques de I'os pseudo lamellaire. Ces fibres intrinséques de collagéne de la
matrice osseuse sont particulierement épaisses dans le spécimen JRE.2008, elles
apparaissent aussi dans la continuité des stries présentes sur les fibres extrinseques et
ce avec une périodicité similaire, comme le montre la FIGURE 51. Néanmoins leurs
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directions respectives sont notablement distinctes. Les stries sont en effet toujours
orthogonales a I'axe principal des fibres de Sharpey comme le montre la FIGURE 50.

J'en déduis que les stries observées sur les fibres extrinséques ne proviennent pas d'une
modification périodique de leur structure interne, mais sont probablement dues aux
fibres intrinséques présentes a leur surface. La variabilité de la périodicité pourrait
refléter le rythme d’apposition non uniforme des incréments de croissance des fibres
de collagénes intrinseques de la matrice osseuse. D’aprés A. Boyde (communication
personnelle, cf. note du bas de la page 41) ces stries pourraient peut-étre méme refléter
un processus de croissance circadien de la matrice osseuse.

Si mon hypothese rend bien compte des liens étroits qui existent entre les stries sur les
fibres de Sharpey et la texture de la matrice collagénique environnante, elle n’explique
pas pourquoi les fibres de collagéne intrinseques changeraient leur orientation
moyenne pour se positionner perpendiculairement a I'axe des fibres extrinséques,
comme nous pouvons le voir sur la FIGURE 50.

Cette disposition particuliere implique une interaction entre les fibres de Sharpey et les
fibres de collagéne intrinseques qui soit a l'origine du changement local de direction de
ces derniéres. Mes recherches bibliographiques m’ont permis de découvrir que des
fibrilles de collagene de la matrice extracellulaire peuvent parfois s’enrouler autour de
fibres de collagéne orthogonales, comme le montre la FIGURE 52 qui est issue de la
thése de Damien Subit (Subit, 2004). La FIGURE 53 tirée de cette thése suggere
I'hypothese d’'un ancrage des fibres orthogonales (dont I'analogie avec les fibres de
Sharpey est tentante d’aprés cet auteur), grace aux fibrilles de collagéne s’entourant
autour d’elles.

Je propose I'existence d'un mécanisme similaire pour expliquer mes observations. A
savoir 'enroulement des fibrilles de collagénes intrinséques autour des fibres de
Sharpey lors de la formation de nouvelles strates osseuses. Il s’agirait ici d'une
manifestation particuliére de la propension des fibrilles de collagéne a s'auto-organiser
spontanément. L’analogie entre I'organisation des assemblées de fibrilles de collagéne
au sein de la matrice osseuse et les phases cholestériques des cristaux liquides a été
établie depuis longtemps (Giraud-Guille et al., 2003 ; Bouligand, 2006) . La structure
collagénique en contreplaqué orthogonal ou en contreplaqué hélicoidal des ostéones,
de I'élasmodine ou du derme des écailles peut étre obtenue spontanément in vitro
pour des assemblées de molécules de collagéne dans des conditions de concentration
et de pH particuliéres. Il pourrait s’agir ici d'un phénomeéne d’auto-organisation
particulier d’enroulement des fibrilles de collagéne autour d’une structure collagénique
préexistante. Si tel est le cas, il pourrait étre envisagé de tenter de reproduire cet
agencement particulier in vitro a partir de solution de collagénes dans lesquelles des
fibres de collagéne déja formées seraient immergées.

PAGE 48



Quel que soit le mécanisme a l'origine de 'enroulement des fibrilles intrinséeques de
collagéne autour des fibres de Sharpey puis de leurs minéralisations respectives, cette
organisation particuliére devrait permettre de renforcer 'attache des fibres de Sharpey
avec la matrice environnante. Ainsi deux mécanismes distincts seraient a 'ceuvre pour
renforcer I'attache des écailles entre elles et au derme sous-jacent par les fibres de
Sharpey : d’'une part leur minéralisation périodique, et d’autre part I'enroulement de
fibrilles intrinséques de collageéne autour de ces derniéres.

Observations complémentaires sur l'orientation des fibres de Sharpey.

Dans ce paragraphe je présente une observation additionnelle que j’ai faite sur les
fibres de Sharpey. Il me parait important de signaler que 'orientation générale des
fibres de Sharpey change entre les régions ou elles sont minéralisées et celles ou elles
ne le sont pas. Ces changements de direction des fibres extrinséques au sein de la
matrice osseuse sont particulierement visibles sur la FIGURE 54. Des changements
d’orientation des fibres de Sharpey ont déja été signalés, notamment au niveau du
cément de dents d’herbivores. Ils seraient associés a des contraintes plus importantes
exercées au niveau des fibres de Sharpey lors de la mastication de nourritures

« dures », et se traduisent par un angle plus vertical de ces dernieres vis-a-vis des lignes
de croissance de la dent. Je cite D.E. Leberman: « Responses to a seasonally higher
strain may be expected in cementum, given the high levels of strain from chewing.
Cementum could respond to higher strains by: (1) increasing the number of collagen
fibre bundles that attach it to the periodontal ligament; (2) growing more slowly,
resulting in greater mineralization; and/or (3) mineralizing Sharpey’s fibres at a more
vertical angle during periods of increased occlusal forces »(Lieberman, 1994). Les
causes primaires de la modification de 'angle des fibres de Sharpey entre les zones
minéralisées et celles qui ne le sont pas sont bien évidemment différentes dans les
écailles du sémionotiforme fossile décrit ici. Néanmoins I'impact éventuel de forces
externes biomécaniques sur la modification de la direction des fibres de Sharpey n’est
peut-étre pas a exclure. Comme chez les dents d’herbivores, I'angle des fibres de
Sharpey minéralisées (les fibres blanches sur la FIGURE 54) est plus vertical que celui
des fibres non minéralisées (les fibres noires), vis-a-vis de la direction de croissance des
fibres intrinseques. Par ailleurs J'ai fait 'hypotheése que les fibres intrinséques peuvent
s’enrouler autour des fibres extrinséques minéralisées et contribuer a les ancrer au sein
de I'écaille. Nous pourrions supposer que cet enroulement induise des contraintes
mécaniques supplémentaires sur les fibres de Sharpey et conduise a les réorienter de
maniere privilégiée perpendiculairement aux lignes de croissance de I'écaille ? Ce ne
sont bien évidemment que des conjectures.
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Conclusions, relations phylogénétiques et perspectives.

L’étude histologique des écailles du spécimen JRE.2008 a permis de mettre en évidence
plusieurs aspects intéressants au plan paléo-biologique, systématique et évolutif. Je
résume ci-dessous mes principales observations et hypotheses :

- Mise en évidence de canaliculi de Williamson et de canaliculi de Williamson de
type Il au sein des écailles. Ces structures histologiques apparaissent tres
proches et pourraient étre selon moi issues de cellules de Williamson identiques.
Si cette hypothese est avérée 'emploi du terme « canal (ici canaliculus) vascu-
laire de Williamson » proposée par @Drvig est inadapté.

- Observation d’'une hétérogénéité spatiale dans la répartition de la couche de
dentine a l'interface entre I'os et la ganoine du spécimen JRE.2008. Cette réparti-
tion hétérogeéne de la dentine n’est pas aléatoire. La dentine est présente au ni-
veau de l'initium, en direction des bords postérieur et ventral de I'écaille, et loca-
lement au niveau des quelques dentelures présentes sur le bord postérieur de
I'écaille. Trois hypothéses de travail ont été avancées pour tenter d’expliquer
cette hétérogénéité spatiale de la dentine : 1) 'impact du métabolisme du pois-
son sur la production de dentine, 2) I'influence de la plus ou moins grande
proximité spatiale de la lame basale de I'épiderme avec les bords des écailles en
croissance, et 3) 'existence d’'une structuration particuliére de 'épiderme a
l'origine a la fois des ornementations caractéristiques observées sur les écailles
(crétes, stries, etc.) et de la dentine sous-jacente.

- Observation d’'une minéralisation périodique des fibres de Sharpey probable-
ment en lien avec la saisonnalité et les rythmes de croissance du spécimen
JRE.2008.

- Observation en contraste interférentiel (D.I.C.) sous analyseur et polariseur croi-
sés d’'une striation périodique de 1 a 2 microns sur les fibres de Sharpey quand
elles sont minéralisées. Je fais '’hypothese que ces stries perpendiculaires a I'axe
des fibres de Sharpey sont reliées aux incréments de croissance de I'écaille. Leur
disposition pourrait correspondre a un phénomeéne d’auto-organisation particu-
lier d’enroulement des fibres intrinseques de la matrice osseuse autour des fibres
de Sharpey, et servir a mieux ancrer ces derniéres au sein de I'écaille.

Les conséquences de mes observations et hypotheéses au plan systématique et évolutif
sont les suivantes. Au plan systématique, le spécimen JRE.2008 fait partie de la famille
des holostéens, sensu L. Grande (Grande , 2010) , ce qui est confirmé par la présence de
canaliculi de Williamson qui est un caractere diagnostique des holostéens et des sub-
holostéens (Meunier, 2011). La présence de dentine est un caractére plésiomorphe. Si
jappose ce caractere sur une phylogénie existante (Lopez-Arbarello, 2012), elle est
présente chez de nombreuses espéces sémionotiformes et 1épisostéiformes au sein des
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Ginglymodii, comme l'illustre la FIGURE 55, mais aussi en dehors du groupe des
holostéens notamment chez les polypteres. Ce caractere plésiomorphe n’en fait pas un
critéere facilement exploitable au plan systématique. Elle pourrait fournir néanmoins
des informations utiles au niveau paléo-biologique.

Concernant les perspectives d’études, il me semble important de chercher a confirmer
ma premiére hypothése relative a la nature des deux types de canaliculi de Williamson,
qui sont présents simultanément dans les écailles du spécimen JRE.2008, et issus selon
moi de cellules de Williamson identiques. Cette distinction entre canal vasculaire et
canal non vasculaire de Williamson introduite par @rvig (@Arvig, 1951), en lien étroit
avec la théorie 1épidomoriale et des hypotheses évolutives, a généré par la suite de
nombreuses controverses et des confusions sur la nature de ces canaliculi qu'’il serait
utile de pouvoir définitivement clarifier.

Il me semble également intéressant de poursuivre les travaux visant a mieux cerner
I'hétérogénéité spatiale de répartition de la dentine au sein des écailles des Holostéens
et mieux comprendre son origine.

Pour cela il me parait intéressant de pouvoir réaliser des observations histologiques
complémentaires sur d’autres écailles de morphologie variée. L’abondance et la
diversité des écailles du spécimen JRE.2008 le permet. La comparaison avec des écailles
d’autres holostéens fossiles possédant de la dentine serait également intéressante,
notamment pour vérifier si la présence de dentine serait également associée sur
d’autres espéces a des ornementations externes comme des crétes ou des dentelures.

L’emploi de moyens d’investigation plus sophistiqués comme I'imagerie a 3 dimensions
des structures histologiques en tomographie a haute résolution, mais aussi I'emploi de
la microscopie confocale me semblent potentiellement riches d’informations
complémentaires. Ces techniques d'imagerie 3D permettraient assurément de mieux
visualiser la répartition spatiale hétérogéne de la dentine en lien avec la répartition des
canaliculi de Williamson de type II. Néanmoins une tres haute résolution doit étre
atteinte afin de pouvoir visualiser ces structures fines complexes. La tomographie RX
conventionnelle (CTscan) permettant difficilement d’obtenir une résolution inférieure
au micron, des tomographies RX par lumiére synchrotron pourraient étre envisagées
pour obtenir des résolutions submicroniques.

L’emploi des techniques de microscopie RAMAN confocale permettraient aussi de
mieux connaitre les compositions chimique et minérale des structures présentes au
sein des écailles fossiles en lien avec la diagénése. Cette connaissance me semble tres
importante afin de connaitre plus précisément I'origine du contraste et interpréter plus
surement les observations microscopiques.

L’étude plus approfondie de la minéralisation des fibres de Sharpey sur les spécimens
actuels Lepisosteus et Atractosteus, en lien avec les marques de croissance
saisonnieres, permettrait d’envisager de maniére plus robuste I'étude des rythmes de

PAGE 51



croissances chez les holostéens fossiles et la connaissance de leurs paléo-
environnements.

La compréhension des mécanismes a l'origine des changements d’orientation des fibres
de Sharpey apparait également intéressante, surtout si des forces biomécaniques sont a
I'ceuvre.

Enfin si mon hypothése d'un phénomeéne d’auto-organisation des fibres intrinséques
s’enroulant autour des fibres de Sharpey est vérifiée, il serait également intéressant de
chercher a le reproduire in vitro, comme cela a déja été fait pour les organisations de
type cholestérique a partir de molécules de collagene en solution.

En conclusion mes premiéres observations histologiques réalisées a partir de cinq
lames minces issues de deux écailles et d’'un petit os dermique du spécimen JRE.2008
ne sont qu'une entrée en matiéere ouvrant sur des perspectives d’études nouvelles fort
intéressantes !

PAGE 52



Deuxiéme partie : Etude de 'ornementation des écailles ganoides

Historique

Description des ornementations a la surface de la ganoine.

L'observation au microscope électronique a balayage (M.E.B) des écailles révele a la
surface de la ganoine la présence d'une ultra-sculpture constituée d'une série de
microreliefs en forme de boutons et dont la base est arrondie ou ellipsoidale. Ces
microreliefs sont caractérisés par une hauteur submicronique de I'ordre de 0,5 micron,
et un diametre mesuré a la base compris entre 2 et 9 microns en fonction du taxon
considéré. Ils sont régulierement espacés et recouvrent la totalité de la surface de la
ganoine. La distance entre les bases des diametres séparant deux tubercules voisins
s’échelonne entre 2 et 10 microns en fonction du taxon considéré (Gayet et Meunier,
1986).

Cette ultra-sculpture a été observée pour la premiere fois en 1971 par R. Ermin et
collaborateurs sur une écaille de Polypterus endlicheri (Ermin et al., 1971) et par
Schultze en 1977 sur une écaille fossile de fDapedium sp. (Schultze, 1977). Les
microreliefs ont été nommés tubercules par de nombreux auteurs a la suite de Schultze
puis renommés microtubercules en 2013 par Zylberberg et Meunier en rapport a leur
dimension microscopique (Zylberberg et Meunier, 2013).

Gayet et Meunier en ont réalisé une étude exhaustive (Gayet et Meunier, 1986). Ils ont
mis en évidence que le patron de microtubercules varie non seulement entre différents
ordres, mais également entre différents genres, et entre différentes espéces. Pour un
spécimen donné, ils ont observé que cette ornementation ne varie pas selon la position
de I'écaille sur le corps du poisson, ni selon son mode de croissance. Leurs observations
tendent & montrer aussi que I'ornementation ne varie pas en fonction de I'dge ou du
sexe des individus. Ils ont enfin observé que les microtubercules sont présents non
seulement a la surface des écailles mais aussi sur la ganoine des os dermiques, des
pinnules et des lépidotriches.

Ces diverses observations leur ont permis de conclure que cette ornementation est une
donnée exploitable en systématique, qui serait fort utile pour aider a l'identification
d'écailles isolées(Gayet et Meunier, 1986).

D'apres Meunier et collaborateurs (Meunier et al., 1986) ces microtubercules, associés a
la couche intermédiaire qui assure la jonction entre 'épiderme et la ganoine
(Zylberberg et al., 1985) pourraient avoir une fonction antidérapante afin de minimiser
le glissement de 1'épiderme sur les écailles durant la nage du poisson. Ils pourraient
avoir aussi une fonction hydrodynamique visant a faciliter I'écoulement de I'eau durant
la nage (Burdak, 1986).

Esin lors d'une étude sur le développement de la couverture écailleuse de poissons
paléoniscides a observé que les microtubercules étaient de forme allongée au stade
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juvénile puis de forme arrondie dés le stade sub-adulte(Esin, 1995). D’apres lui les
microtubercules de forme ellipsoidale ont leur grand axe orienté préférentiellement
selon la direction de croissance principale de 'écaille. Cet auteur relie I'apparition de la
forme allongée des microtubercules a une croissance rapide durant le stade juvénile.

Trinajstic rapporte des observations similaires a celles d’Esin concernant I'évolution de
la forme des microtubercules selon les stades de croissance sur un paléoniscide du
Dévonien d’Australie (Trinajstic, 1999). Si cette hypothése est confirmée alors la forme
des microtubercules pourrait étre reliée non seulement a des parametres génétiques
mais également a des parametres ontogéniques et fournir des informations utiles au
plan paléo-biologiques comme 'estimation des vitesses de croissance des écailles.
Dutra et Malabarba reportent également la présence de microtubercules de forme
fusiforme sur de toutes petites écailles indéterminées d'un actinoptérygien de ’Albien
de Maranhdo au Brésil (Dutra et Malabarba, 2001).

Komagata et collaborateurs observent que les microtubercules sont plus corpulents
chez les madles que chez les femelles de I'espéce Polypterus senegalus, et seraient donc
aussi une caractéristique d’'un dimorphisme sexuel (Komagata et al., 1993).

Enfin la surface de la ganoine n’est pas toujours ornementée par des microtubercules.
Elle peut présenter parfois une surface lisse comme I'observent Smith et collaborateurs
sur des écailles d'un polyptéridé du crétacé supérieur de la Formation Bahariya en
Egypte (Smith et al., 2006) ainsi que Meunier et collaborateurs sur des écailles de
{Bawitius, un polyptériforme de la Formation Kem-Kem au Maroc (Meunier et al.,
2016).

Meéthode de mesure quantitative des microtubercules au M.E.B. : avantages et
limitations.

Gayet et Meunier ont proposé une méthode de reconnaissance des taxons actuels et
fossiles d’apres leurs observations des microtubercules en microscopie électronique a
balayage. Leur méthode est basée sur la mesure quantitative des diameétres délimitant
la base des microtubercules et des espaces les séparant (Gayet et Meunier, 1986).

Les auteurs utilisent le protocole de mesures suivant (Gayet et Meunier, 2001) : sur une
image scannée de la micrographie de la surface d'une écaille, prise a I'aide d’'un
microscope électronique a balayage a un grandissement donné (par exemple x700), ils
tracent manuellement les limites de chaque microtubercule puis utilisent un logiciel
pour mesurer les diametres et les distances entre voisins. Les délimitations manuelles
des contours sont refaites plusieurs fois. Une quarantaine de mesures de diametres et
une centaine de mesures de distances entre microtubercules sont réalisées sur une
méme image. Les valeurs moyennes des diameétres et des distances entre
microtubercules sont issues de ces mesures. A noter que les distances entre
microtubercules ne représentent pas les distances entre les centres des
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microtubercules voisins, mais les distances entre leurs bases issues des délimitations
manuelles.

Grace a ces mesures quantitatives ils ont pu différentier des écailles de taxons
polyptériformes de celles de taxons « lépisostéiformes + sémionotiformes » (Gayet et
Meunier, 1993 ; Gayet et Meunier, 2001 ; Gayet et al., 2002). Au sein de la famille
Lepisosteidae, les espéces actuelles des deux genres Lepisosteus et Atractosteus sont
également bien séparées d’apres leurs mesures quantitatives (Gayet et Meunier, 1993).

Dans les cas d’écailles fossiles isolées provenant d'un méme gisement, ces mesures leur
ont permis de reconnaitre de maniére non destructive des écailles de Polypteridae au
milieu d’écailles de Lepisosteidae présentant des caractéristiques morphologiques
similaires (Gayet et al., 1988).

Dans certains cas la distinction entre écaille polyptériforme et 1épisostéiforme fossile a
partir de la seule étude du patron de microtubercules peut présenter des difficultés
quand les valeurs mesurées sont proches. C'est le cas par exemple entre Pollia suarezi
(polyptériforme) et fParalepidosteus (lépisostéiforme), mais I'étude histologique
menée en paralléle a permis de lever cette ambiguité (Meunier et Gayet, 1996). L'étude
quantitative de 'ornementation des écailles sémionotiformes ne permet pas de les
distinguer de maniére certaine des écailles lépisostéiformes, bien qu’il semblerait que
la répartition des tubercules a la surface de la ganoine soit plus irréguliére chez les
premiéres (Gayet et Meunier, 1993).

Bien que de nombreuses informations intéressantes au plan paléontologique aient été
obtenues a ce jour avec la méthode quantitative décrite ci-dessus, elle reste néanmoins
peu utilisée car elle présente des limitations importantes qui rendent son usage délicat.

La premiere limitation est relative a la délimitation manuelle des contours des
microtubercules observés sur les images de microscopie électronique a balayage. En
effet les images issues du M.E.B. sont naturellement ombrées et le signal représentatif
d'un tubercule est de type « dérivé » avec une variation sinusoidale du niveau de gris,
mesuré selon son diametre. Il n’est pas aisé de délimiter manuellement la base d'un
tubercule sur de tels clichés en suivant un niveau de gris donné. Par ailleurs la
délimitation d'un contour a I'ceil reste subjective car dépendante des parametres
d'acquisition de I'image et en particulier de sa luminosité. Enfin pour obtenir un bon
contraste visuel sur les images issues du MEB, il est préférable de « tilter » (incliner)
légerement la direction du faisceau d’électrons incidents par rapport a la normale de la
surface de I'écaille. Ce tilt induit un effet de perspective et un biais sur les mesures
relatives des distances en fonction de 'angle de tilt considéré. Enfin la surface des
écailles est rarement plane et 'angle de tilt du faisceau électronique peut varier d'un
endroit a un autre sur différentes images d'une méme écaille.

En conséquence pour étre parfaitement reproductibles, les délimitations manuelles des
contours de base des tubercules doivent étre si possible réalisées par une méme
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personne (le choix d’'un contour donné autour d’'un tubercule reste a I'appréciation de
I'opérateur) selon le méme protocole et sur des images prises dans les mémes
conditions d’acquisition (angle de tilt, niveau de luminosité, niveau de grandissement).
Des mesures réalisées par deux opérateurs distincts sur deux microscopes
électroniques a balayage différents avec des conditions d’acquisition non strictement
identiques peuvent étre entachées d’un biais qu’il convient d’estimer en réalisant par
exemple des mesures quantitatives croisées.

La délimitation manuelle précise des contours des tubercules étant une opération
délicate et fastidieuse, le nombre de contours mesurés manuellement dans un temps
donné est nécessairement limité. On peut légitimement se poser la question si la
mesure moyenne des diameétres d’'une quarantaine de tubercules voisins est
suffisamment représentative au plan statistique pour décrire une ornementation
constituée de pres d'un million de tubercules répartis sur la surface d’une écaille
d’environ un centimeétre carré.

Enfin 'observation au microscope électronique a balayage nécessite d’introduire dans
la chambre d’observation des objets de petites dimensions comme des écailles isolées,
qui bien souvent doivent étre métallisés pour limiter les effets de charge. En
conséquence 'acces a des observations sur des spécimens types en connexion issus des
collections n’est pas aisé, car le prélévement d'une écaille et sa métallisation induisent
une dégradation du spécimen.

Mise au point d'une nouvelle méthode quantitative d’étude des
microtubercules.

Objectifs.

En dépit des études réalisées jusqu’a présent de nombreuses interrogations subsistent
concernant |'origine des variations du patron de microtubercules présent a la surface
de la ganoine, et son utilisation en systématique.

Quelle sont les différents facteurs a 'origine de la variabilité rencontrée ? En
particulier quelle est I'influence relative des facteurs génétiques, ontogéniques et du
dimorphisme sexuel ? Cette ornementation présente-t-elle une fonction particuliere ?
Varie-t-elle avec la position de I'écaille sur le corps du poisson et la flexibilité de la
zone considérée lors de la nage, ou bien dépend-elle plutot de contraintes biologiques
de développement ?

Quelles informations nouvelles pourrait-on déduire d'une étude plus exhaustive de ces
micro-ornementations au plan ontogénétique, phylogénétique, paléo-biologique ou
environnemental ?

Pour répondre a ces questions, il faudrait pouvoir disposer d'une méthode de
caractérisation des patrons de microtubercules qui soit simple et rapide a mettre en
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ceuvre, conduise a des résultats quantitatifs exploitables au plan statistique, et enfin
qui n'abime pas les spécimens des collections.

Mon objectif est de mettre au point et de proposer une nouvelle méthode d'étude de
I'ornementation des microtubercules a la fois facile d’accés, rapide a mettre en ceuvre,
simple d’emploi et robuste au plan de la reproductibilité des résultats. Elle a pour
ambition de lever les principales limitations de la méthode précédemment développée
par Gayet, et de permettre des investigations plus détaillées des micro-ornementations
sur du matériel plus exhaustif.

Présentation sommaire de la méthode et de ses avantages.

La méthode que je propose est basée sur la réalisation d’'une réplique de la surface de la
ganoine au moyen d’un film plastique déposé sur cette derniére (un peel), puis de son
observation en microscopie optique suivie d'un traitement automatisé des images
numériques pour extraire rapidement des informations quantitatives provenant d'un
grand nombre de microtubercules.

Elle présente plusieurs intéréts pratiques, vis-a-vis de 'observation directe des écailles
en microscopie électronique a balayage :

- Elle permet de générer une base de données conséquente de patrons de
microtubercules en réalisant sur place les empreintes d’écailles de spécimens
remarquables, et notamment les espéces types (espéces actuelles ou fossiles),
précieusement conservés dans les diverses collections des muséums. Les peels
une fois réalisés ne prennent pas de place et se transportent aisément pour leur
observation ultérieure avec un microscope optique. Ils se conservent au moins
sur plusieurs dizaines d’années s’ils sont stockés convenablement a I'abri de la
lumiére, par exemple dans un registre.

- Elle permet également de vérifier plus facilement sur des spécimens complets ou
sub-complets, sans les abimer par des prélevements d’échantillons, si les patrons
de tubercules présentent ou non des variations en fonction de la position
anatomique de I'écaille considérée.

- L'observation ultérieure des peels ne nécessite qu'un acces relativement aisé a un
microscope optique dont sont équipés la plupart des laboratoires de recherche.

- Enfin, comme nous le montrerons, cette nouvelle méthode apparait plus robuste
que celle développée précédemment par Gayet (Gayet, 2001) a partir de
I'exploitation des images de microscopie électronique a balayage.

Bref historique sur l'utilisation des peels

L’utilisation des répliques de surface et de leur observation en microscopie pour révéler
des détails au sein d’échantillons fossiles date des années 1930 (Stewart & Taylor, 1965).
Cette technique a été utilisée notamment en paléobotanique ou elle a permis de
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révéler des détails cellulaires au sein d’épithéliums. Les premiéres matiéres plastiques
étaient déposées a I'état liquide sur les échantillons. Mais cette méthode présentait de
grandes difficultés opératoires, car le plastique se rétractait lors de son séchage sur
I'échantillon, et des bulles d’air étaient souvent incorporées. L'utilisation de films
plastiques minces légérement plastifiés par un solvant a considérablement simplifié la
méthode et a également permis d’accéder a des observations microscopiques avec de
plus forts grossissements (objectifs X10 a X100) mais au dépend d’une perte de
contraste des images.

L'utilisation d'une technique de microscopie par contraste de phase au lieu de la
microscopie en champ clair s’est avérée tres utile car elle est bien adaptée a I'étude
d’échantillons transparents présentant peu de contraste (Honjo & Fischer, 1965).

Afin de créer du relief et de générer des détails, souvent la surface des échantillons est
au preéalable attaqué par un acide (« surface etching ») avant la prise d’'empreinte. Pour
les échantillons dont la surface présente naturellement un relief cette attaque acide
n'est bien évidemment pas nécessaire.

Cette technique des peels est aujourd’hui presque totalement délaissée au profit
d’observations en microscopie électronique a balayage. Le M.E.B. permet en effet
d’observer la surface des échantillons a des grandissements bien supérieurs a ceux
obtenus en microscopie optique.

Je peux citer néanmoins une étude de 2005 (Fiisun et al., 2005) ou les auteurs ont
réalisé des observations microscopiques issues de peels sur des coupes de dents,
préalablement attaquées a I'acide, pour des raisons pratiques. Leur motivation était de
pouvoir générer rapidement de nombreuses observations a différents niveaux de
profondeur au sein d’'une dent. Pour cela, ils ont réguliéerement abrasé une coupe
histologique dont ils ont observé la surface a I'aide de peels réalisés apreés chaque
niveau d’usure. Cela leur a permis de s’affranchir de la fabrication de lames minces
sériées au sein de 'échantillon, ce qui demande beaucoup plus de temps de
préparation.

Microscopie par contraste de phase.

Principe de la méthode.

Les répliques de surface réalisées a I'aide de films plastiques minces (quelques dizaines
de microns) ne peuvent généralement pas étre observées en microscopie optique a
champ clair car le contraste des images est trop faible.

La microscopie par contraste de phase permet de lever cette limitation et d’obtenir des
images détaillées avec de forts grandissements et un bon contraste sur des objets
transparents.

La théorie sur laquelle repose cette technique a été développée par Zernike en 1934, ce
qui lui a valu le prix Nobel de physique en 1953.
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Je présente briévement les principes de base de cette technique (Abramowitz et al.,
http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/phasecontrast/phaseindex.html).
[Is me seront utiles pour discuter de la validité des mesures quantitatives que I'on peut
générer avec ma méthode.

En microscopie optique, le contraste des images est d( a la différence d’intensité
lumineuse entre 'environnement et les objets que I'on regarde.

En transmission, selon le mode champ clair, cette différence d’intensité lumineuse
provient de la différence sélective d’absorption de la lumiére entre I'environnement (le
milieu de montage) et les objets. Ces derniers doivent bien souvent étre marqués pour
pouvoir étre observés en champ clair.

En microscopie optique par contraste de phase, on exploite la différence de phase
générée au passage de la lumiére entre I'environnement et I'objet. Cette derniére est
transformée en différence d’'intensité lumineuse grace a un dispositif optique constitué
d’anneaux de phase situés au niveau du condenseur et des objectifs du microscope.
Pour ce faire, on génére un phénomeéne d'interférences entre la lumiére issue du milieu
environnant et celle difractée par I'échantillon, en manipulant un des deux rayons
lumineux a I'aide des anneaux de phase.

La différence de phase (8) qui est a I'origine du contraste est fonction de la différence
des chemins optique (A) de la lumiére quand elle traverse 'objet et le milieu
environnant. La vitesse de la lumiére dépendant de I'indice de réfraction du milieu
qu’elle traverse, il se produit un décalage de la phase entre deux faisceaux lumineux
cohérents issus d'une méme source s’ils traversent deux milieux d’indice n, et n,
différents, sur une épaisseur donnée « e ». Pour une lumiere de longueur d’'onde A nous
avons la relation :

Différence de phase : =2 © A/A avec différence de chemin optique : A=(n,-n,).e

On peut donc distinguer en microscopie optique trois types d’objets : des objets
d’amplitude ot le contraste est uniquement di a une variation d’'amplitude de la
lumiere, des objets de phase ou le contraste est dii uniquement a une variation de
phase de la lumiére, et enfin des objets mixtes présentant a la fois une variation
d’amplitude et de phase de cette derniere.

Application aux peels.

Les peels sont des films minces transparents présentant de tres légeéres variations
d’épaisseur correspondant aux reliefs de la surface dont ils ont pris 'empreinte. Ce sont
donc uniquement des objets de phase, et la microscopie par contraste de phase est
particuliérement bien adaptée a la visualisation de ces variations d’épaisseur.

Le contraste en intensité d'une image de microscopie optique par contraste de phase
dépend de l'indice de réfraction et du chemin optique (d'aprés Murphy et al. dans
https://www.microscopyu.com/techniques/phase-contrast/introduction-to-phase-
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contrast-microscopy). Pour un peel dont l'indice de réfraction est de 1,5 monté a sec
entre lame et lamelle (I'indice de réfraction de l'air est de 1) et présentant des variations
d’épaisseurs allant jusqu’a 0,5 microns (correspondant a la hauteur des
microtubercules), les différences de chemin optique et les différences de phase
maximales explorées sont respectivement de :

A = (1,5-1).0,5 = 0,25 micron et 8 = 21*0,25/0,5 = 7 (lumiére verte : A = 0,5 micron).

La différence de phase maximale explorée, a I'origine du contraste des images sur les
peels ne dépasse pas une demi-longueur d’onde de la lumiére verte. Pour un dispositif
de contraste de phase positif (le plus usuel), et avec cette gamme de phase, les reliefs
des microtubercules qui sont en creux sur les peels apparaitront brillants.

Variations de la hauteur des microtubercules et variations d’intensité lumineuse.

Lorsque les objets sont uniquement des objets de phase et que la variation de phase
explorée est faible, alors il existe en théorie une relation linéaire entre cette derniere et
la variation d’intensité lumineuse a l'origine du contraste des images (Barone-Dugent
et al., 2002).

Les peels sont uniquement des objets de phase, et la hauteur des microtubercules varie
entre 0,2 et 0,5 micron, comme nous le verrons plus loin avec nos observations de
Microscopie a Force Atomique (A.F.M)). Pour les plus petits microtubercules, par
exemple ceux dont la différence de chemin optique ne dépasse pas 0,125 micron ou un
Y4 de la longueur d’onde de la lumiére verte, il doit exister une relation linéaire entre
leur profil de hauteur et le contraste d’intensité lumineuse observé (d'aprés Murphy et
al. dans https://www.microscopyu.com/techniques/phase-contrast/introduction-to-
phase-contrast-microscopy). Sachant que les systémes d’acquisition numérique actuels
a partir de capteurs CCD (Charge Coupled Device) ou CMOS (Complementary Metal
Oxyde Semiconductor)® donnent également une réponse linéaire en niveaux de gris du
signal d'intensité lumineuse, il serait tentant d’étalonner les profils de niveaux de gris
des petits microtubercules en profils de hauteur.

Afin de pouvoir étudier les variations de hauteur relative au sein de la population
entiére des microtubercules il conviendrait d'immerger le peel dans un milieu comme
de I'eau dont I'indice de réfraction est de 1,33. En effet sachant que I'indice de
réfraction de 'acétate de cellulose, le plastique qui sert a faire les peels, est de 1,48,
nous serions en mesure d’obtenir une correspondance linéaire entre les profils de
niveaux de gris et les profils de hauteur, pour des microtubercules dont la hauteur
maximale ne dépasse pas : 0,125/(1,48-1,33) = 0,8 micron.

* Un capteur CCD transforme les photons lumineux qu'il regoit en paires électron-trou par effet
photoélectrique, puis collecte les électrons dans le puits de potentiel maintenu au niveau de chaque
photosite. Le nombre d'électrons collectés est proportionnel a la quantité de lumiere regue. Un capteur
CMOS est composé de photodiodes, a I'instar d'un CCD, o1 chaque photosite posséde son propre
convertisseur charge/tension et amplificateur (https://fr.wikipedia.org/wiki/Capteur_photographique).
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Malheureusement la microscopie par contraste de phase est affectée aussi par des
artéfacts connus en anglais sous le nom de « halo » et « shade off » (d'aprés Murphy et
al. dans https://www.microscopyu.com/tutorials/shade-off-and-halo-phase-contrast-
artifacts ), qui viennent perturber la relation de linéarité dont nous avons discuté, et
dont 'ampleur relative dépend de 'objet considéré mais également du systéme de
phase utilisé.

Ne sachant pas évaluer précisément pour 'instant I'effet perturbateur de ces artéfacts
sur les images numériques correspondant aux observations des microtubercules en
microscopie par contraste de phase (sont-ils ou non du second ordre sur les profils
d’intensité de niveau de gris correspondant aux profils de hauteur supposé des
microtubercules ?), il nous a paru prudent de ne pas corréler a ce stade de notre étude
les profils d’intensité lumineuse en profils de hauteur.

Partie A. Réalisation de répliques de surface et observation en microscopie
optique

Matériel utilisé.

- Films d’acétate de cellulose de 35 microns d'épaisseur, commercialisés par la société
EMS (Electron Microscopy Sciences), Hatfield, PA 19440, United States.

- Microscope optique équipé d'un contraste de phase positif selon Zernike ou d'un
contraste interférentiel. Pour réaliser des mesures quantitatives automatisées de
I'ornementation des microtubercules, un microscope équipé d'un contraste de phase
selon Zernike est nécessaire.

- Logiciel d’analyse d’image « Image] ». Image] est un logiciel gratuit téléchargeable sur
internet a I'adresse suivante : http://imagej.net/Fiji/Downloads

Protocole de réalisation des répliques de surface (ou peels).

La surface de I'écaille ganoide dont on veut faire la réplique est préalablement nettoyée
afin de retirer les poussieres, et dégraissée, dans des conditions douces par exemple
avec un pinceau trempé dans de l'acétone, puis séchée avec une soufflette. Dans le cas
de spécimens actuels conservés dans I'alcool, il convient de s'assurer que les cellules de
I'épiderme ne recouvrent pas la ganoine a I'endroit de la réplique et si besoin de retirer
localement la couche de I'épiderme.

Un morceau du film d'acétate de cellulose est coupé aux dimensions voulues pour
couvrir la surface a répliquer. Le film, tenu par une pince brucelles a une de ses
extrémités, est immergé dans de l'acétone pendant deux a trois secondes pour le
ramollir, puis il est déposé immédiatement et délicatement sur la surface a répliquer.
Les forces générées par la tension de surface vont permettre une application ferme du
film sur la surface a répliquer et il n'est pas nécessaire d'exercer une pression
supplémentaire sur le film. Le film est laissé a sécher jusqu'a évaporation compléte de
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'acétone avant d'étre retiré de la surface dont on veut faire la réplique. Le temps de
séchage du film d'acétate de cellulose dépend des conditions environnementales :
compter 15mn ou plus de séchage du film a température ambiante s'il est déposé sur
une écaille fossile ou sur une couverture écailleuse séche, et de 30 mn a une heure de
séchage s'il est déposé sur la couverture écailleuse d'un spécimen préalablement
conservé dans de l'alcool. Le film, une fois séché, se retire facilement de la surface, et
peut se conserver sans probleme plusieurs années, par exemple en le maintenant a plat
dans un registre. Si le film est retiré trop tot de la surface de I'écaille, avant évaporation
compéte de I'acétone, il va se rétracter ultérieurement lors de I'évaporation de
'acétone résiduel et les mesures quantitatives des dimensions de la réplique seront
faussées. Il convient également de réaliser les peels dans un endroit aéré et dépourvu
de poussieres pour éviter que ces derniéres ne se déposent et adhérent au film
d'acétate de cellulose en cours de séchage.

La FIGURE 56 présente un peels en cours de séchage réalisé sur la couverture
écailleuse d'un spécimen actuel, conservé en alcool, du genre Lepisosteus des
collections du MNHN. L’écaillure a été débarrassée localement des restes de la couche
épidermique sus-jacente au moyen d'un chiffon doux.

Observation du peel en microscopie optique (M.O.)

Le peel est monté a sec entre lame et lamelle avant d'étre observé au microscope
optique. Il est parfois nécessaire de recouper les bords externes du film qui peuvent
présenter une légere surépaisseur afin que ce dernier soit mis bien a plat entre lame et
lamelle. L'observation est réalisée en contraste de phase selon Zernike ou en contraste
interférentiel (D.I.C), au grossissement x20 ou x40. Au grossissement x40 ou au
grossissement x20 sur des peels de grandes dimensions (de plusieurs cm?), il est parfois
nécessaire de réaliser plusieurs acquisitions d'images avec différentes mises au point
compte tenu de la faible profondeur de champ des objectifs et des légers défauts de
planéité du peel, une fois monté entre lame et lamelle.

La FIGURE 57 correspond a I'observation d'une réplique de surface d'une écaille de
Polypterus ornatipinnis prise au microscope optique x20 équipé d'un contraste
interférentiel (D.I.C). Les microtubercules sont bien visibles et nets sur tout le champ
d'observation. Ils présentent un ombrage lié au D.I.C. qui rend délicates les étapes de
seuillage et la mesure automatique des diametres au moyen d’un logiciel de traitement
d'image en exploitant les contours définis par un niveau de gris donné.

La FIGURE 58 présente l'observation d'une réplique de surface d'une écaille
d'Erpetoichthys callabaricus réalisée au grossissement x40. Le peel n'étant pas
suffisamment plan entre lame et lamelle, la profondeur de champ a ce grossissement
ne permet pas d'avoir une image nette des microtubercules sur tout le champ
d'observation. A noter que les images en contraste de phase selon Zernike ne
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présentent pas d'effet d'ombrage, ce qui rend la mesure des contours et des diameétres
des microtubercules possibles avec un logiciel de traitement d’'image.

La FIGURE 59 donne un exemple d'image composite faite avec le plugin "Stack
focuser" du logiciel Image J, a partir d'une pile d'images réalisées avec différents
niveaux de mise au point selon Z au grossissement x40. Ce traitement a pour effet
d’augmenter artificiellement la profondeur de champ du microscope optique. Les
microtubercules caractéristiques de 1'ornementation sont alors nets sur tout le champ
d'observation, contrairement a I'image précédente prise au méme endroit et au méme
grossissement(Bercovici et al., 2009).

Partie B. Etude quantitative de 'ornementation des microtubercules avec
« Image]J »

Mesures quantitatives manuelles et nouveaux descripteurs utilisés.

Dans le cas d'images de mauvaise qualité, par exemple réalisées sur une écaille abimée
ou usée qui présente de nombreux défauts topographiques additionnels a
I'ornementation des microtubercules (rayures, poussieres, etc.), il est préférable de
réaliser une mesure manuelle des dimensions sur une sélection représentative de
microtubercules.

Pour cela, avec le logiciel image ] et I'outil "straight line", il suffit de tirer une ligne
droite entre deux microtubercules voisins, en veillant a passer au centre de chaque
microtubercule, puis d'utiliser 1'outil "plot profile" donnant le profil de niveaux de gris
sur le segment de droite considéré. Les diameétres et la distance entre deux
microtubercules voisins peuvent étre ainsi déterminés a partir du profil obtenu (cf.
FIGURE 60). Ce protocole est répété afin d’obtenir un nombre représentatif de
mesures pour caractériser I'ensemble de I'ornementation.

Proposition d’'un nouveau descripteur pour définir la distance entre deux
microtubercules.

Concernant la définition de la distance entre deux microtubercules voisins, je propose
de prendre comme descripteur, comme indiqué sur la FIGURE 60 n°2, I'intervalle
séparant les centres de chaque microtubercule. Le centre du microtubercule est défini
par le point correspondant au maximum local de niveau de gris. Ma définition difféere
de celle utilisée par Gayet qui utilise non pas la distance séparant les centres de deux
microtubercules voisins, mais la distance séparant leurs bases respectives (Gayet et
Meunier, 2001).

Discussion sur la notion de contour d’un microtubercule et choix d’un nouveau
descripteur.

La notion de contour d’'un objet spatialement bien délimité apparait évidente, mais sa
transposition au contour ou au diameétre de base d'un microtubercule est plus délicate.
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L’ornementation des microtubercules correspond en effet a des variations
topographiques présentes a la surface de la ganoine et non a des objets. L’analogie
serait un paysage constitué de petites collines juxtaposées : Les reliefs sont certes
localisés, mais leurs pentes sont douces et la base des collines n’est pas toujours bien
délimitée de la plaine environnante.

Parfois les bases des microtubercules semblent se toucher sur les profils de niveaux de
gris alors que les observations faites sous le microscope et d’apres les images
numériques nous présentent des taches lumineuses qui apparaissent bien séparées sur
un fond noir. Ce phénomeéne est bien illustré au niveau des tubercules n°2 et n°3 de la
FIGURE 64. Cela provient probablement du fait que la sensibilité de I'ceil a la lumiere
est logarithmique (loi de Weber-Fechner), et donc plus celle-ci est intense et moins on
percoit ses petites variations(https://fr.wikipedia.org/wiki/Loi_de_Weber-Fechner).

Pour la mesure du diameétre d'un microtubercule, comme indiqué sur la Figure 60 n°2,
je propose de prendre comme descripteur non pas le diametre mesuré au niveau du
contour de base, mais la valeur du diametre mesuré au tiers inférieur de sa hauteur,
qui est exprimée en pourcentage de niveaux de gris.

Justification du choix des deux nouveaux descripteurs.

Le choix de ces deux nouveaux descripteurs est dicté par des considérations a la fois
théoriques et pratiques.

D'une part la détermination visuelle du contour de base d'un microtubercule sur une
image est subjective et dépend de ses conditions d’acquisition et en particulier de sa
brillance. D’autre part le contour de base d’un tubercule est délicat a séparer du fond
lumineux méme sur des profils d’intensité de niveaux de gris. Sa mesure peut
nécessiter des corrections complexes de la ligne de base. Les sommets des
microtubercules sont quant a eux bien mieux définis topographiquement au vu de leur
profil.

La précision de la mesure relative des diametres et des distances des microtubercules
est donc significativement améliorée avec le choix de mes nouveaux descripteurs.

D'autre part ce choix facilite également |'étape ultérieure de seuillage automatique des
microtubercules dans le cadre du traitement automatisé des données qui sera présenté
plus loin.

Impact du temps d’exposition des prises de vue et de la [uminosité des images.

La FIGURE 61 montre I'impact de deux temps d’exposition significativement différents
(soms vs. 150ms) de la prise de vue avec I'appareil photographique numérique du
microscope optique. Ils sont réalisés sur une méme zone d’observation du peel et dans
les mémes conditions d’éclairage du microscope et d’acquisition numérique.
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Bien que les valeurs des niveaux de gris difféerent en absolu sur les deux images, les
profils de niveaux de gris servant a caractériser les dimensions relatives des
microtubercules sont comparables pour les deux temps d’exposition.

Les contours des microtubercules apparaissent légerement plus larges sur I'image prise
avec le temps d’exposition de soms comparativement a celle prise avec le temps
d’exposition de 150 ms. Il s’agit d'un effet optique lié a notre perception visuelle des
variations d’intensité lumineuse. Contrairement a une délimitation subjective de
contours tracés a la main, 'utilisation des profils de niveaux de gris pour déterminer
les dimensions des tubercules permet d’exploiter des images prises dans des conditions
d’acquisition et de luminosité différentes. Notre méthode est donc indépendante des
conditions d’acquisition des images et de I'appréciation subjective des contours par
différentes personnes.

Intérét de la macro "Focused stack” pour les mesures quantitatives des diamétres.

La détermination quantitative du diametre d'un microtubercule nécessite de disposer
d'une image optique nette avec une mise au point qui a été faite localement sur la zone
de mesure considérée. Du fait des légers défauts de planéité éventuels des peels
montés a sec entre lame et lamelle et de la profondeur de champ limitée des objectifs,
I'image de 'ornementation n’est pas toujours nette sur tout le champ d’observation.
Une image 1égérement floue localement par suite d'un défaut de mise au point va
induire un élargissement apparent du diameétre des microtubercules a cet endroit. Ce
phénomeéne est illustré sur la FIGURE 62 comparant deux images et les profils
d'intensité associés, réalisés sur une méme zone d'observation avec deux réglages
différents de la mise au point.

Sur l'image (1) de la FIGURE 62, la mise au point a été faite précisément sur la zone
d'observation considérée : les images des microtubercules sont nettes et il est possible
de mesurer précisément leurs diameétres a partir du profil d'intensité donné par I'outil
"plot profiles". Sur I'image (2) de la FIGURE 62, la mise a point a été faite a un autre
endroit du méme peel : les microtubercules apparaissent localement flous et leurs
diameétres sont élargis comme le montre le profil d'intensités de niveaux de gris. Les
mesures quantitatives des diametres seront alors entachées d'une erreur significative
aux endroits o1 la mise au point n’est pas correcte.

L'acquisition d'une pile d'images prises avec différentes mises au point selon Z et leur
traitement sous image ], par exemple avec le plugin "stack focuser” permet de
s'affranchir de ces difficultés de mise au point locales, en obtenant une image nette sur
un large champ d'observation (Bercovici et al., 2009). Comme le montre la FIGURE 63,
la mesure quantitative d'une pile d'images avec différents niveaux de mise au point
selon Z et traitées avec le plugin "stack focuser” donne une image composite (3) dont le
niveau de netteté et dont les profils d'intensité en niveaux de gris sont comparables a
ceux de I'image (1) qui a été mise au point localement.
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En conséquence l'acquisition d’'une pile d'images avec différents niveaux de mise au
point et leur traitement avec le plugin "stack focuser” permettra d’exploiter
quantitativement des champs d’observations plus larges et de réaliser des mesures
semi-automatiques sur un plus grand nombre de microtubercules, en vue de leur
traitement statistique ultérieur.

Méthode de mesure semi-automatique des microtubercules.

Intérét d’'une méthode de mesure semi-automatique.

La mesure manuelle des diametres des microtubercules et des distances entre voisins
est longue et fastidieuse, or il est nécessaire de disposer d'un nombre de mesures
suffisamment grand pour étre représentatif au plan statistique de la globalité de
I'ornementation des microtubercules présents a la surface de I'écaille. Une méthode de
mesure automatisée apparait donc nécessaire pour accéder a des résultats statistiques
(moyenne, écart type) qui soient bien représentatifs de I'immense population de
microtubercules présents sur une écaille. On peut estimer ce nombre étre de I'ordre
d’un million sur une surface de ganoine d’environ un cm®.

Discussion sur une méthode de seuillage adaptée.

Pour réaliser des mesures automatisées sur des objets issus d'une image numérique, il
est nécessaire de rendre binaire au préalable I'image avec un seuil dont I'intensité
correspond généralement a un niveau de gris fixé. Seuls les objets de I'image dont les
intensités sont supérieures au seuil d’'intensité lumineuse choisi seront comptés et
mesurés. Dans notre cas, le niveau du seuillage ne peut pas étre choisi au niveau de la
ligne de base des microtubercules sous peine d'introduire de nombreux artéfacts de
mesure. Le fond lumineux des images présente en effet des irrégularités notables de
niveaux de gris bien visibles sur les profils d'intensité et qui interférent avec les
mesures des bases des microtubercules. Les microtubercules ayant des valeurs
d’intensité maximale de niveau de gris qui sont variables, un seuillage global de I'image
avec un niveau de gris donné va introduire également un biais dans les mesures
relatives des diametres. Les dimensions des microtubercules de faible intensité
lumineuse seront en effet sous-estimées vis-a-vis de celles de microtubercules
présentant une intensité lumineuse plus importante.

Comme le montre la Figure 64, les diameétres des microtubercules (1) et (2) de plus
faible intensité lumineuse sont ici sous-estimés par rapport au diametre du
microtubercule (3) de plus forte intensité lumineuse dans le cas du seuillage global de
l'image réalisé avec un niveau de gris fixé. Le seuil a été choisi ici au niveau de gris 70,
sur une image de 8 bits présentant 256 niveaux de gris. Par contre si chaque tubercule
peut étre seuillé de maniere individuelle alors les rapports de dimensions entre
microtubercules pourront plus facilement étre conservés lors de I'étape de
binérisation.
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La méthode semi-automatisée de mesure quantitative des microtubercules que j’ai
développée permet de s'affranchir des biais de mesures liés a un protocole de seuillage
global de I'image. Je réalise un seuillage local autour de chaque microtubercule, avec
un niveau dont l'intensité est réglée au tiers inférieur de la hauteur de chaque
microtubercule, exprimée sur I'échelle des niveaux de gris. Cette valeur du seuillage au
tiers de la hauteur du maximum d’intensité lumineuse de chaque microtubercule, qui
est présentée sur la FIGURE 64, a été choisie car elle fournit des dimensions de
tubercules proches de celles qui seraient mesurées a la base des microtubercules, mais
sans risque de générer des artéfacts dus aux variations d’intensité du fond lumineux
(background). D’autre part ces dimensions sont proches aussi de celles que 'on
obtiendrait de maniere subjective a partir de contours délimités manuellement
directement sur les images des peels (cf. 'image (3) de la FIGURE 65).

Présentation du protocole de mesure semi-automatisé.

Mon protocole de mesure automatisé se décompose en quatre étapes (Les macro-
programmes utilisés sont donnés en annexe) :

- Etape n°1 : a 'aide du logiciel image ] chercher les maximas relatifs d'intensité sur
l'image, qui correspondent au sommet des tubercules, avec I'outil "find maxima".

- Etape n°2 : définir les domaines de Voronoi associés a 'ensemble des points maxima
précédents avec l'outil "Binary / Voronoi". A chaque microtubercule est associée une
cellule de Voronoi qui I'entoure et qui est utilisée pour définir le fond lumineux
environnant et réaliser un seuillage local (cf. I'image (1) de la FIGURE 65)

- Etape n°3 : chaque microtubercule, apres seuillage local au tiers inférieur de son
intensité lumineuse maximale exprimée en niveau de gris, peut étre mesuré au niveau
de sa surface, de son diameétre ou de son périmeétre et décrit au niveau de sa forme, qui
peut étre circulaire ou plus ou moins allongée, avec divers parametres (Circ., AR,
Round) ; (cf. 'image (3) de la FIGURE 65). 1l est important pour les mesures
quantitatives que les images ne soient pas saturées lors de leur acquisition
préliminaire, et éviter également tout traitement numérique lors de I'acquisition ou
lors d’'une phase de post-traitement, conduisant a une modification de I'échelle des
niveaux de gris. Les modifications pour « améliorer » le contraste ou la luminosité des
images sont proscrites.

- Etape 4 : Recherche du plus proche microtubercule voisin associé a chaque
microtubercule et mesure des distances entre les centres des plus proches voisins (cf.
I'image (3) de la FIGURE 65).

J'ai créé sur Image]J différents macro-programmes, donnés en annexe, permettant
I'automatisation des étapes 1 a 4 de mon protocole. Ce dernier reste néanmoins semi-
automatisé car sur des images a champ large intégrant un grand nombre de
microtubercules, la qualité de la surface de la ganoine étant rarement parfaite,
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quelques objets liés a des défauts topologiques ou a des artéfacts de seuillage, sont
comptabilisés comme des tubercules lors du seuillage. Il apparait donc utile de

« nettoyer manuellement » les images numériques de ces objets pour éviter de les
comptabiliser dans les mesures des microtubercules. Cela permet de réduire les écarts
types mesurés aux seules variations présentes dans le pattern de microtubercules.

Ce traitement a peu d’effet sur les valeurs moyennes des mesures des microtubercules,
le nombre de défauts topologiques apres binérisation étant réduit comme le montre la
FIGURE 66. Mais il permet d’obtenir des écarts-types de mesures qui soient plus
représentatifs des variations intrinseques de I'ornementation, sans y ajouter un bruit
additionnel lié aux défauts de traitement inhérents au protocole automatisé de
I'analyse d’image.

Validité de la méthode : Comparaison avec d’autres méthodes d’observation.

Microscopie électronique a balayage.

Comme le montre la FIGURE 67, le choix de mesurer les distances entre les sommets
des microtubercules au lieu de mesurer les distances entre leurs bases induit une
représentation différente des groupes d’écailles de celle qui est figurée par Gayet et
Meunier (Gayet et Meunier, 2001), mais les regroupements d’écailles en fonction des
principaux genres apparaissent conserves.

Aux grandissements utiles pour visualiser une collection de microtubercules et en
mesurer les dimensions, les observations de microscopie optique des répliques de
surface offrent des images similaires a celles qui sont obtenues en microscopie
électronique a balayage. Pour s’en convaincre, il suffit de comparer par exemple la
Figure 68 de la surface de la ganoine prise au MEB avec la Figure 57 correspondant a
I'observation en microscopie optique d'une réplique de surface de cette derniére (peel).

On pourrait se demander si la réalisation d'une réplique de surface entraine un biais
dans la mesure des dimensions sur les peels ? Ce n’est pas le cas. Comme le montre la
FIGURE 69 les distances et les angles entre des objets mesurés en microscopie optique
sur une réplique de surface d’'une écaille sont trés proches de ceux mesurés
directement en microscopie électronique a balayage. Les écarts relatifs des mesures
entre les deux méthodes varient en effet ici entre 2 et 5 %, ce qui reste tout a fait
acceptable.

Par ailleurs, comme nous l'avons déja indiqué, la microscopie électronique a balayage
ne donne pas nécessairement des mesures quantitatives absolues qui soient plus justes
que celles mesurées sur les peels. Nous avons cherché a estimer de combien les
distances entre microtubercules mesurées au MEB peuvent étre affectées par 'angle de
tilt entre le faisceau électronique incident et la surface de I'échantillon. Comme le
montrent la FIGURE 7o et le TABLEAU 4, les écarts relatifs de mesure peuvent
atteindre 15% sur une direction donnée si 'angle de tilt varie de 20°.
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Au niveau du contraste d’intensité lumineuse, exprimé en échelle de niveaux de gris,
comme le montre la FIGURE 72, les profils d'intensité des microtubercules
apparaissent beaucoup plus bruités au MEB que ceux obtenus sur les peels,
probablement a cause de leur relief faible et aplati. Par ailleurs les contours des
microtubercules ne peuvent pas étre définis par un niveau de gris donné en
microscopie électronique a balayage, suite a un effet d'ombrage, comme le montre la
FIGURE 71 et le profil d'intensité (a’) de la FIGURE 72. Cet ombrage est intrinséque au
MEB, car il est lié a la position relative fixe du détecteur d’électrons secondaires vis-a-
vis de la pente des reliefs observés. En conséquence les images de MEB sont tres
difficiles a seuiller avec des protocoles usuels d’analyse d’image.

Les observations au MEB apparaissent donc moins adaptées que la méthode des peels
et leur observation en microscopie optique par contraste de phase, pour I'étude semi-
automatisée des ornementations de microtubercules d'un grand nombre
d’échantillons.

La comparaison des mesures de distances faite sur les images des peels réalisées en
microscopie optique par contraste de phase avec celles déterminées a partir
d’observations directes de la surface en microscopie électronique a balayage, nous
montre que notre méthode est par contre tres bien adaptée, et sans biais apparent,
pour la mesure des distances entre microtubercules.

Microscopie a force atomique.

Principe de la microscopie a force atomique.

Les diametres et la densité de microtubercules ne suffisent pas a caractériser a eux
seuls 'ornementation de la ganoine. Il manque en effet une information descriptive
importante relative aux différences de hauteurs des microtubercules et aux profils de
rugosité de la surface de la ganoine.

L'information concernant les profils de hauteur des microtubercules n’est pas
directement accessible sur une image de microscopie a balayage et nécessiterait de
réaliser plusieurs images MEB selon des angles de tilt différents.

La microscopie a force atomique permet quant a elle d’accéder plus facilement et de
maniére quantitative a cette information. Développée dans les années 1980, son
principe est basé sur I'exploration physique de la topographie d’une surface a I'aide
d’un levier au bout duquel est situé une pointe extrémement fine (dont le rayon de
courbure varie entre 5 et 20 nm) et que I'on appelle un cantilever. Le cantilever vient
sonder la surface de I'échantillon, une force d’interaction entre la pointe et la surface
s’établit et est mesurée grace a la déflection du cantilever qui lui est proportionnelle.
Quand le cantilever est déplacé afin de balayer une zone de I'échantillon, sa déflection
relative nous donne une information quantitative sur la topographie de surface avec
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une résolution extrémement fine de 'ordre de quelques nanometres
(https://fr.wikipedia.org/wiki/Microscope_a_force_atomique).

Visualisation de la topographie de surface de la ganoine en microscopie a force
atomique.

Nous avons utilisé un microscope AFM en mode contact pour sonder la topographie de

surface de la ganoine des écailles du spécimen JRE.2008. La grande rigidité de la
surface de la ganoine et sa faible topographie sont en effet bien adaptées a cette
technique. La déflection du cantilever est dans ce cas directement proportionnelle aux
variations de hauteur sondées. Une des limitations importantes de la technique est son
champ d’observation réduit qui est limité dans notre cas a un carré d’environ une
cinquantaine de microns de c6té, avec 'appareil que nous avons utilisé. Une autre
limitation est la nécessité de disposer d'une surface d’échantillon plane et bien
horizontale.

La FIGURE 73 présente une observation de la surface de la ganoine en microscopie a
force atomique. Les microtubercules sont bien visibles et il est possible de mesurer
leurs hauteurs respectives, comme le montre la FIGURE 74. Elle varie ici entre 0,2 et
0,5 micron en fonction du microtubercule considéré.

Comparaison des profils de hauteur de '’AFM avec les profils de niveaux de gris des peels

Les FIGURE 75 et FIGURE 76 comparent chez JRE.2008 les variations et les profils de
hauteur des microtubercules observées en AFM avec les variations et les profils de
niveaux de de gris mesurés d’apres les images de microscopie en contraste de phase
des peels. Les mesures des profils de niveaux de gris des microtubercules ont été
réalisées avec deux microscopes équipés de systemes de contraste de phase différents,
et dont 'un permet de réduire le phénomene de halo qui entoure les images.

Ces différents profils m’apparaissent tres proches. En conséquence, méme s'il existe
probablement un trés léger biais au niveau de la mesure quantitative précise des
diametres et des profils des microtubercules, qui est inhérent a la méthode de
microscopie optique par contraste de phase (di aux phénomenes de halo et de « shade
off » et a la réponse non linéaire en intensité sur toute la gamme de hauteur des
microtubercules), je n’en tiendrais pas compte dans mes mesures.

Par ailleurs le choix de déterminer le diamétre d’'un microtubercule au tiers de sa
hauteur exprimée en niveau de gris a partir d'une image de microscopie optique en
contraste de phase n’est qu'une convention. Le point important est que le choix des
descripteurs et de la méthode de mesure associée permette de discriminer de maniére
robuste différentes ornementation de microtubercules. Et également que les résultats
obtenus soient reproductibles indépendamment de 'expérimentateur et du
microscope sur lequel a été fait la mesure.
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Applications - Résultats

Je présente quelques résultats préliminaires obtenus selon ma méthode sur diverses
écailles ganoides actuelles et fossiles.

J'ai fait évoluer et j’ai amélioré mon protocole de mesure tout au long de ce travail pour
tenir compte, et m’affranchir autant que possible, des diverses limitations que j’ai pu
découvrir. Cette évolution se reflete dans les résultats que je présente ci-dessous. Ils
n’ont pas tous été obtenus avec strictement le méme protocole opératoire. Je signalerai
ces différences a I'occasion.

Etude de spécimens actuels des collections du MNHN

Premiéres observations avec un méme seuillage pour 'ensemble des microtubercules

J'ai réalisé des peels sur les couvertures écailleuses de divers spécimens de polypteres et
de lépisostées actuels, conservées a I'état sec ou bien dans des bocaux d’alcool, et dont
certains proviennent de la collection d’ichtyologie du Muséum d’Histoire Naturelle de
Paris.

Pour mes premiéres déterminations quantitatives du diameétre et de la surface des
microtubercules j'ai utilisé un seuillage global avec un méme niveau de gris pour
I'ensemble des microtubercules. Les résultats sont présentés sur les FIGURE 77 et
FIGURE 78. Chaque « boite a moustache » représente une détermination faite sur de
plus de 2000 microtubercules : le trait central de la boite a moustaches correspond a la
valeur médiane mesurée et sa largeur caractérise la variabilité des mesures (les
extrémités de la boite correspondent aux quartiles Q1 et Q3, et les extrémités des
moustaches aux valeurs minimales et maximale).

Comme je 'ai dit précédemment, avec cette méthode de seuillage les dimensions des
microtubercules les plus petits sont sous-estimées (cf. FIGURE 64), et la valeur
moyenne s’en trouve affectée. De méme la variabilité des mesures est artificiellement
augmentée. Par ailleurs les images des peels ont été obtenues sur un champ tres large
incluant un grand nombre de microtubercules mais également quelques poussiéres et
d’autres défauts topologiques qui sont également comptabilisés dans les mesures.

Néanmoins malgré les limitations inhérentes a ce premier traitement des données, et
le biais qui en résulte sur les mesures quantitatives, les résultats sont comparatifs entre
eux. Nous pouvons ainsi confirmer quelques résultats obtenus par Gayet et Meunier
(Gayet et Meunier, 1986), et apporter des éléments nouveaux :

Confirmation de résultats déja observés par Gayet et Meunier (Gayet et Meunier, 1986):

- Les dimensions des microtubercules (valeurs moyennes des aires ou des
diameétres) sont plus importantes chez les especes de la famille Lepisosteidae que
chez celles de la famille Polypteridae, ce qui permet de les distinguer.
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- Les dimensions moyennes des microtubercules sur un spécimen donné, ne
semblent pas dépendre de la position anatomique de I'écaille sur le corps du
poisson.

Résultats nouveaux :

- Les dimensions des microtubercules présentent sur une méme écaille une
variabilité notable. Cette derniére apparait plus importante chez les especes de la
famille Lepisosteidae que chez celles de la famille Polypteridae, ce qui permet de
les distinguer également.

- Le spécimen JRE.2008 présente une ornementation de microtubercules qui
s’apparente plus a celle de la famille Lepisosteidae qu’a celle de la famille
Polypteridae.

Résultats obtenus avec le protocole de mesures finalisé.

Ces premiers résultats présentaient un biais et incluaient une variabilité additionnelle
due a des défauts de surface qui étaient comptabilisés avec les microtubercules. Par
contre un avantage non négligeable était le grand nombre de microtubercules pris en
compte dans les mesures (> 2000).

Les résultats que je présente ci-dessous ont gagné notablement en précision, et
I'inconvénient du biais lié au seuillage global a été éliminé grace a un seuillage local
fait autour de chaque microtubercule au tiers de sa hauteur exprimée en niveaux de
gris. Par contre le gain en précision et en robustesse s’est fait au détriment de la
représentativité des résultats. Cette derniére a notablement diminué, car le nombre de
microtubercules pris en compte pour réaliser les mesures de moyenne et d’écart-type
varie ici entre 350 et 500. Ce nombre est néanmoins plus de dix fois supérieur a celui
utilisé par Gayet et Meunier pour l'estimation des valeurs moyennes (Gayet et
Meunier, 2001).

Le matériel est constitué de deux peels montés a sec entre lame et lamelle, I'un
provenant d’'un spécimen de Polypterus senegalus référencé MNHN 2004-0184, et
I'autre d’'une écaille d’Atractosteus spatula référencée E6-Tu 383 dont 'ornementation
a été étudiée au préalable par Gayet.

Deux microscopes optiques ont été utilisés afin de voir I'influence du systéme de
contraste de phase sur les résultats :

- Un microscope Zeiss avec un objectif X20 équipé en contraste de phase positif.

- Le microscope du Centre de Microscopie de fluorescence et d'Imagerie
Numérique (CeMIM) au MNHN avec un objectif X40 et un contraste de phase
disposant d'un systéme de réduction du phénomeéne de halo lumineux.

Pour chaque spécimen étudié, toutes les mesures proviennent du méme peel. Cinq
zones différentes ont été observées (en combinant plusieurs images a différentes
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profondeurs de champ) puis traitées selon notre protocole de traitement finalisé, afin
d’étudier la reproductibilité de la méthode.

Trois protocoles de traitement d'une méme image prise sur le microscope CeMIM, avec
des « filtrages » tres légerement différents (en vue d’éliminer les défauts topologiques
de la surface) ont également été réalisés afin de voir I'impact du protocole de
traitement.

Comparaison des dimensions des microtubercules chez Polypterus et Atractosteus.

Les résultats obtenus pour le spécimen de Polypterus senegalus référencé MNHN 2004-
0184 sont présentés dans le TABLEAU 5, et ceux obtenus pour le spécimen
d’Atractosteus spatula référencé E6-Tu 383 sont présentés dans le TABLEAU 6.

Nous constatons que les valeurs moyennes des distances entre microtubercules voisins
ne sont pas significativement différentes entre ces deux spécimens. Elles varient selon

nos conditions de mesures entre 7,4 et 8,6 microns pour Polypterus senegalus, et entre
7,7 et 8,5 microns pour Atractosteus spatula, avec des écarts types similaires.

Les valeurs moyennes des aires ou des diameétres des microtubercules sont quant a
elles significativement différentes, de méme que les écarts-types associés. Si I'on
compare les valeurs moyennes des « grands diameétres » (a chaque microtubercule est
associée une ellipse définie par un petit et un grand diametre) : elles varient entre 2,2
et 2,6 microns pour Polypterus senegalus, et entre 3,3 et 4,5 microns pour Atractosteus
spatula. Les diametres des microtubercules de I'espéce Atractosteus spatula sont
approximativement deux fois plus grands que ceux de I'espéce Polypterus senegalus. Ce
rapport est du méme ordre de grandeur que celui provenant des déterminations faites
par Gayet et Meunier (Gayet et Meunier, 1993). Ces auteurs avaient en effet déterminé
au MEB des valeurs moyennes de diametres de 6,25 et 2,63 microns respectivement
pour Atractosteus spatula et Polypterus senegalus, soit un rapport de 2,4.

Les écarts-types associés a ces valeurs moyennes sont significativement différents pour
les deux espéces. L'espéce Atractosteus spatula présente une variabilité (carré de I'écart
type) quatre fois plus importante que I'espece Polypterus senegalus au niveau des
dimensions des microtubercules.

Cette variabilité importante me semble étre une caractéristique du groupe

« sémionotiformes + lépisostéiformes », elle est associée généralement a des
microtubercules de grandes dimensions. Je ne I'ai pas observé chez les polyptériformes,
dont les dimensions caractéristiques des microtubercules sont a la fois plus petites et
également plus réguliéres.
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Répétabilité, reproductibilité et influence de 'étape de traitement des données.

Influence du systéme optique du microscope.

Si 'on compare les mesures réalisées sur le microscope du CeMIM (équipé d’'un
objectif a contraste de phase avec un systéeme compensateur de halo) avec celles
réalisées sur le microscope Zeiss (équipé d'un systéme a contraste de phase

« classique »), on constate que les dimensions moyennes des microtubercules sont tres
légérement supérieures quand elles proviennent d’observations faites au CeMIM. Il se
pourrait que le systéme optique utilisé influence trés légérement les résultats.
Notamment le phénomeéne de halo lumineux entourant des objets sombres, et dont
leffet est ici inversé, pourrait conduire a une légére réduction du diameétre apparent
des microtubercules en contraste de phase « classique ».

Ce point sera a prendre en considération lorsque des mesures seront réalisées dans
d’autres laboratoires. Des essais croisés seront alors nécessaires pour évaluer I'impact
possible des différents systémes optiques de contraste de phase sur les mesures des
dimensions des microtubercules.

Variabilité de 'ornementation et reproductibilité des mesures.

Les valeurs moyennes des diameétres ont été mesurées sur cinq zones différentes d'un
méme peel, avec le microscope Zeiss et selon notre protocole de traitement. Elles
présentent pour les deux spécimens des écarts faibles mais néanmoins statistiquement
significatifs, d’apres les premiers tests statistiques que j'ai réalisés (cf. les résultats des
zones 1a 5 sur les TABLEAU 5 et TABLEAU 6).

La condition de normalité (FIGURE 87) mais aussi d’homogénéité des variances n’étant
pas remplies pour les différentes régions provenant d'une méme espéce,

respectivement Atractosteus spatula ou Polypterus senegalus, je n’ai pas réalisé
d’ANOVA.

Jai d’abord réalisé un test préliminaire simple de comparaison de moyenne de certains
échantillons pris deux a deux, adapté pour des observations de variances différentes
(Test intitulé dans Excel « test d’égalité des espérances : deux observations de
variances différentes »). La p-value est bien souvent, en fonction des couples
d’échantillons testés au sein d’'une méme espéce, inférieure a 0,05. Donc au seuil de
confiance de 95% I'hypothése nulle (Ho = les diamétres des microtubercules provenant
de la zone x et de la zone y du méme peel ont la méme moyenne) est rejetée.

J'ai également réalisé des tests de comparaison non paramétrique de Kruskal-Walis sur
I'ensemble des zones d'un méme spécimen, 'hypothése nulle est également rejetée au
seuil de confiance de 95%.

Autrement dit, quel que soit le spécimen étudié Polypterus senegalus ou Atractosteus
spatula, les zones d’observation issues d'un méme peel (d’environ 1 a 2 cm?) ne
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constituent pas nécessairement des échantillons de microtubercules provenant
statistiquement d’'une méme population. Les zones ne sont pas homogénes entre elles.

Certaines zones peuvent étre significativement différentes entre elles au plan
statistique, bien que leurs valeurs moyennes restent proches. Il convient de noter aussi
que les zones sur lesquelles je réalise ces mesures ont une superficie réduite de I'ordre
de 0,4 mm” alors que le peel est de 200 a 500 fois plus grand. Mes tailles d’échantillons
sont-elles suffisantes pour décrire la variabilité de 'ornementation a la surface de la

ganoine ?
o . .
J'envisage deux explications possibles :

- La population de microtubercules présente une hétérogénéité spatiale notable
au sein d’un peel qui se refléte au travers de la variation significative des
moyennes mesurées entre les différentes zones observées. Cette hétérogénéité se
refléte aussi de maniére plus localisée au sein d’'une zone, au niveau de la valeur
de I'écart type qui est associée a la valeur moyenne. Elle serait plus grande chez
I'espéce Atractosteus spatula.

- Les défauts topographiques présents a la surface de la ganoine (poussiéres,
rayures, pores, etc..) pourraient interférer avec les résultats de mes mesures
malgré le soin que japporte au filtrage de ces défauts. La qualité de la surface est
en effet souvent hétérogene, en termes de nombre de défauts topographiques
présents.

D’apreés les quelques essais dont je dispose, les écart-types mesurés sur les moyennes
issues de différentes zones, et ceux obtenus avec différents protocoles de filtrage d'une
méme image, sont du méme ordre de grandeur.

Néanmoins des hétérogénéités locales entre « zones » existent, comme l'illustre la
FIGURE 79 issue d’'un peel du spécimen JRE.2008. Cette derniére montre une jonction
entre deux strates de ganoine, probablement déposées a des intervalles de temps
différents. Les dimensions moyennes des microtubercules sont significativement
différentes entre ces deux strates, bien que la distance les séparant soit ici tres faible.

Etude de spécimens fossiles.

Comparaison des ornementations chez JRE.2008 et tMacrosemimimus lennieri.

Mon objectif est ici d’étudier 'ornementation de microtubercules présente chez deux
especes fossiles proches au plan systématique, afin de vérifier dans quelle mesure ce
caractere peut étre utilisé pour comparer des écailles isolées.

Pour cela je vais comparer les ornementations des écailles du spécimen JRE.2008 avec
celles du spécimen MHNH 7267. Ce dernier est 'holotype de fMacrosemimimus
lennieri avec lequel le spécimen que j'ai découvert présente de nombreuses affinités

morphologiques.
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J'ai réalisé les peels de fMacrosemimimus lennieri (spécimen MHNH 7267) sur place au
Muséum d’Histoire Naturelle du Havre.

Les résultats sont présentés dans le TABLEAU 7. Ils ont été obtenus selon mon
protocole de mesure finalisé, avec un microscope Zeiss. Pour un méme spécimen, les
mesures ont été réalisées sur différentes zones d'un méme peel, et selon des conditions
d’acquisition et de traitement des images variées. Concernant le spécimen MHNH
7267, les peels proviennent de deux écailles différentes (Im 8283 et Im 8284).

De méme que pour les espéces actuelles, les mesures des aires ou des diameétres
peuvent étre significativement différentes sur un méme peel selon les zones étudiées.

Comparons les deux moyennes issues des différentes valeurs moyennes des diametres
(major) mesurées sur les différentes zones d’observation de chacun des deux
spécimens. D’apres le Théoréme central limite
(https://fr.wikipedia.org/wiki/Théoreme_central_limite), méme si une population
n’est pas statistiquement normale, les valeurs moyennes de ses échantillons, s’ils sont
suffisamment grands (n>30), sont distribuées suivant une loi normale et peuvent étre
comparées avec des tests statistiques paramétriques. La table d’entrée des données et
le résultat du test statistique sont présentés dans le TABLEAU 8. La p-value obtenue
pour 'hypothése nulle « les deux moyennes sont identiques » est supérieures a 0,05.

Au seuil de confiance de 95%, les deux spécimens JRE.2008 et MHNH 7267 ne sont pas
statistiquement différents d’aprés ce critere.

Ces résultats préliminaires devront étre confirmés par des mesures additionnelles et
des analyses statistiques plus approfondies. Néanmoins ils sont encourageants. Ils nous
indiquent que les spécimens JRE.2008 et MHNH 7267 possedent non seulement des
morphologies mais également des ornementations tres proches, au moins en ce qui
concerne les diametres de base des microtubercules présents a la surface de la ganoine.

1Thaiichthys buddhabutrensis

Le spécimen référencé n° KS 12-265 de {Thaiichthys (Lepidotes) buddhabutrensis dont
nous avons observé les peels provient de la localité de Phu Nam Jun au Nord Est de la
Thailande (Formation Phu Kradung datant de la fin du Jurassique - début du Crétacé).
Le genre fThaiichthys faire partie de 1'ordre des Lepisosteiformes (sensu Grande, 2010)
au sein des Ginglymodi. Ses relations phylogénétiques ont été étudiées par L. Cavin et
collaborateurs (Cavin, Deesri, & Suteethorn, 2013). La couverture écailleuse du
spécimen n°KS12-265 est relativement complete, en connexion. Les peels proviennent
de différents endroits anatomiques qui sont indiqués sur la FIGURE 8o. Les empreintes
ont été faites par U. Deesri en Thailande en Novembre 2010 d’apres mes
recommandations. J’ai observé et analysé ces peels en 2015, ce qui démontre leur
capacité de conservation sur de nombreuses années.
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Les premiéres observations qualitatives des peels réalisées en DIC (FIGURE 81)
indiquent que 'ornementation de {Thaiichthys buddhabutrensis est proche de celle de
Polypterus senegalus alors que le premier spécimen appartient a I'ordre des
Lepisosteiformes. Cette ornementation est par exemple notablement différente de celle
d’une écaille isolée référencée n°A1667, récoltée dans la localité « Ban Sap Hin » au
Nord Est de la Thailande et datant de I'’Aptien (Crétacé), laquelle présente les
tubercules larges et irréguliers caractéristiques de ce groupe. Un indice permet de
différencier néanmoins les peels des écailles de fThaiichthys buddhabutrensis de ceux
de Polypterus senegalus : il s’agit de la présence chez ce dernier d’orifices a la surface
de la ganoine provenant de nombreux canaux vasculaires. Cette caractéristique n’est
pas observée chez les Holostéens.

La FIGURE 82 compare les différents peels du spécimen n° KS 12-265. Ils apparaissent
tous semblables, indépendamment de leur position anatomique. Les reliefs du peels
n°6, dont la position est trés proche du peel n°7, sont peut-étre légérement émoussés.

Pour confirmer ces premiéres observations qualitatives, j’ai réalisé une étude
quantitative de 'ornementation en microscopie optique par contraste de phase, selon
ma méthode finalisée.

Ces résultats, issus d’'un grand nombre de mesures, sont donnés dans le TABLEAU g.
Les aires et les diameétres moyens des microtubercules sont bien semblables a ceux
mesureés chez les polypteres actuels (TABLEAU 5). IIs différent notablement de ceux
déterminés chez une espéce actuelle du genre Atractosteus (TABLEAU 6) ou bien chez
une espéce fossile du genre fMacrosemimimus (TABLEAU 7).

J'ai ensuite réalisé un test statistique afin de comparer les moyennes des moyennes des
grands diametres issues de différentes zones d’observation sur {Thaiichthys
buddhabutrensis (n°265) et Polypterus senegalus (MNHN 2004-0184). D’aprés ce test, la
p-value est légerement supérieure a 0.05 et 'hypotheése nulle Ho (les deux moyennes
sont égales) est vérifiée dans le cas bilatéral.

tThaiichthys buddhabutrensis et Polypterus senegalus possedent une ornementation de
microtubercules dont les dimensions des grands diametres sont statistiquement
identiques au seuil de confiance de 95%. Ce résultat confirme les premieéres
observations qualitatives.

Ce point devra étre confirmé par d’autres tests statistiques, mais les autres parametres
mesurés (écart-types resserrés, valeurs des aires, des diametres mineurs, des distances
entre microtubercules, etc.) sont également proche de ceux de Polypterus senegalus.

La FIGURE 88 résume, sous forme de boites a moustaches, 'ensemble de ces premiéres
observations.

Les spécimens Atractosteus spatula, f Macrosemimimus lennieri et le sémionotiforme
indéterminé JRE.2008 forment un premier groupe dont les ornementations de
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microtubercules sont trés proches au niveau de la mesure des grand diameétres, tandis
que 1Thaiichthys buddhabutrensis et Polypterus senegalus forment un second groupe
avec des ornementations de microtubercules significativement différentes.

Je discuterai dans la partie suivante des conséquences que 'on peut déduire de ces
résultats au plan phylogénétique et paléo-biologique.

Discussions - Interprétations

Intérét en systématique

La nouvelle méthode d’étude de I'ornementation des microtubercules, mise au point
par mes soins, présente un intérét certain en systématique : c’est un bon outil de
reconnaissance taxonomique par comparaison.

Elle permet en effet de faire des mesures précises, robustes et rapides, ainsi que des
comparaisons validées par de tests statistiques, sur des ornementations de
microtubercules provenant de spécimens complets et d’écailles d’isolées.

Par ailleurs l'usage des peels nous permet d’accéder plus facilement a I'étude de
I'ornementation des spécimens types conservés dans les collections.

Je confirme également les premieres observations de Gayet et collaborateurs. Ce critere
est peu sensible a la position anatomique des écailles. Il permet de discriminer
utilement différents spécimens fossiles issus d'une méme localité.

La variabilité de 'ornementation que j’ai pu observer au sein d’'un peel, quel que soit le
spécimen considéré, m’incite néanmoins a la prudence. Il me semble nécessaire en
effet de multiplier les observations microscopiques sur différentes zones afin de
disposer de résultats qui soient plus robustes au plan statistique. Je rappelle que cette
ornementation est constituée de plusieurs millions de microtubercules présents
seulement sur quelques centimetres carrés, et il n’est pas aisé d’en capter toute la
variabilité.

De nombreux parametres descriptifs restent encore a explorer au plan quantitatif,
comme par exemple le caractere plus ou moins ellipsoidal des microtubercules. Les
microtubercules sont-ils allongés selon une direction particuliere, existe-il une
corrélation entre les diametres et les distances entre voisins ?

La possibilité de générer et de traiter un nombre considérable de données bien
reproductibles devrait permettre, je 'espére, de confirmer l'intérét de ma méthode et
d’en généraliser 'emploi.

Des analyses statistiques plus élaborées pourront étre envisagées d’une part pour
pouvoir continuer a améliorer la précision et la robustesse de la méthode de traitement
(réalisation de plans d’expérience équilibrés - détection des outliers), mais aussi pour
comparer plus finement les spécimens entre eux sur plusieurs critéres simultanés.
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Intérét au plan paléo-biologique.

Les résultats obtenus apportent un éclairage nouveau sur la compréhension des
variations de 'ornementation des microtubercules entre différents groupes. Il apparait
désormais probable que ces variations seront difficilement exploitables au plan
phylogénétique.

Comment expliquer les similitudes d’ornementation entre fThaiichthys
buddhabutrensis et Polypterus senegalus, deux espéces appartenant a deux groupes treés
éloignés au plan phylogénétique ?

S’agirait-il d'une convergence en relation avec la fonction supposée de ces
microtubercules ?

J'ai observé que 'ornementation des microtubercules ne dépendait pas ou peu de la
position anatomique de I'écaille, mais qu’elle pouvait varier parfois considérablement
au sein d'une méme zone sur quelques centaines de microns de large, ou bien lors du
dépbt des strates successives de ganoine (FIGURE 79). Le lien entre sa variabilité et sa
fonction supposée, qui est de favoriser 'accroche de I'épiderme sur les écailles en
combinaison avec la membrane de la ganoine, ne me parait pas évident. Par ailleurs
chez certaines espéces, notamment chez les 1épisostées, une couche de derme
s'intercale temporairement (suite a un mouvement de va et vient des cellules
épidermiques a la surface de la ganoine (Sire, 1974)) entre les écailles et I'épiderme et
dans ce cas il n’y a plus de contact direct entre ces deux structures.

Les microtubercules sont-ils déja formés dés le stade de la pré-ganoine, ou bien
apparaissent-ils plus tard au moment de sa minéralisation, ou bien lors de la formation
de la membrane de la ganoine ? Les mécanismes biologiques caractérisant leur
formation ne sont malheureusement pas encore décrits.

La variabilité spatiale et temporelle (ie. d’'une strate a 'autre) de cette ornementation
observée principalement chez les espéces des groupes lépisostéiformes et
sémionotiformes, a 'exception de {Thaiichthys buddhabutrensis, traduit selon moi un
processus de formation de nature plus irréguliere chez ces derniers que chez les
polypteres.

Fonction des tubercules

Les structures biologiques a I'échelle microscopique sont connues pour avoir souvent
plusieurs fonctions (Berthier, 2016); ou bien parfois aucune fonction avérée si leur
forme découle par exemple de contraintes architecturales (Gouyon et al., 1997).

J'envisage ici une fonction nouvelle a cette ornementation microscopique en lien avec
la fonction de protection des écailles ganoides qui est généralement admise (Burdak,
1986 ; Jandt, 2008 ; Yang, et al., 2013).
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La ganoine est un émail multi-stratifié constitué de nombreuses strates de ganoine
d’environ une dizaine de microns d’épaisseur chacune (Meunier, 1980 ; Sire, 1995). A
I'état fossile j’ai observé que cette stratification était une source de fragilité.

Les écailles peuvent en effet « délaminer » a I'interface entre les différences couches de
ganoine par exemple a l'issue d'un choc, comme le montre la FIGURE 83
correspondant au bord brisé d'une écaille du spécimen JRE.2008. J'observe sur cette
FIGURE 83 une ornementation de microtubercules qui est bien visible non seulement a
la surface de 'écaille mais aussi sur une strate interne révélée par la délamination.

Le spécimen JRE.2008 présente également un phénomene localisé de dégradation de la
ganoine généré lors de la fossilisation. Il se traduit par la présence de zones plus
friables et de couleur blanche au sein de cette derniére. Au niveau de ces taches,
jobserve au M.E.B (FIGURE 84) un phénoméne de délamination des strates de
ganoine. Sur chacune des strates dégradées on distingue encore la présence fugace des
microtubercules.

Les reliefs que constituent les microtubercules sont donc présents non seulement a la
surface de I'écaille mais aussi a I'interface de chacune des strates de ganoine.

Le fait que les écailles puissent délaminer a I'interface des strates de ganoine montre la
faible cohésion de ces différentes couches sur du matériel fossile. Ce n’était
certainement pas le cas du vivant de 'animal. Pour assurer une fonction de protection
efficace les écailles doivent étre mécaniquement résistantes. Il devait exister une
structure, peut-étre de nature organique, qui permette d’assurer une bonne cohésion
entre les couches successives. Celle-ci a disparu ou s’est notablement dégradée lors de
la fossilisation.

Je fais 'hypothese que le systéme constitué par les reliefs que sont les microtubercules
en association avec la membrane de la ganoine (ou son vestige) pourrait servir le role
d’une colle structurale et favoriser 'adhésion des différentes couches de ganoine entre
elles. La rugosité de surface est en effet un facteur connu pour améliorer 'adhésion
entre deux couches au moyen d’une colle. Elle permet un meilleur ancrage mécanique
et augmente la surface réelle de contact
(http://materiaux.ecam.fr/savoirplus/collage/+Collage.html).

Plusieurs auteurs ont étudié la membrane de la ganoine (Zylberberg et al., 1985 ; Sire,
1994 ; Sire, 1995). 1l s’agit d’'une couche d’environ o,5 microns d’épaisseur faite de divers
protéoglycans. Ces mucosubstances lui conférent une capacité de rétention d’eau,
favorisent ses propriétés adhésives, et enfin empéchent sa minéralisation (Sire, 1995).

Apres déminéralisation d’une écaille de Lepisosteus oculatus a 'EDTA, Sire (Sire, 1995)
observe la présence de la membrane de la ganoine a la surface de I'écaille et au niveau
de la partie interne des dentelures marquant l'interface entre la lame basale osseuse et
la ganoine. Mais il ne I'observe pas au sein de cette derniere. Il en déduit que la
membrane de la ganoine a dt modifier sa composition de protéines ou son
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organisation pour qu’elle puisse minéraliser lors du dépot ultérieur d’'une couche de
ganoine. Ce qui ne serait pas le cas quand un dépot osseux vient la recouvrir.

Existerait-il une explication alternative ? L'intégrité de la membrane de la ganoine, qui
est une couche fine et de faible tenue mécanique, n’a peut-étre pas résistée au
traitement a 'EDTA ? Ce dernier a en effet dissout les cristaux d’hydroxyapatite de part
et d’'autre de cette fine membrane, et elle n’a plus eu de support matériel auquel
s’accrocher au sein de la ganoine. A contrario au niveau des dentelures elle dispose du
support procuré par la matrice osseuse déminéralisée.

La connaissance de la nature exacte de 'interface entre les différentes strates de
ganoine mériterait d’étre approfondie, mais elle nécessite des outils d'investigation
puissants et dépasse le cadre de ce travail.

S'il existait de fines couches plus molles a I'interface des strates de ganoine, elles
pourraient participer a 'amélioration de la résistance mécanique de I'écaille.

La ganoine est en effet un matériau extrémement rigide, dont les modules de
compression ou d’indentation sont de I'ordre de 50 a 60GPa (Bruet et al., 2008 ; Han et
al., 2011 ; Wen, et al., 2013). Cet émail de par sa grande rigidité est peu résistant au choc
et se fissure principalement dans le sens de I'orientation des cristaux d’hydroxyapatite
(Han et al. , 2011).

De fines couches dont la nature serait molle, régulierement espacées entre les strates
rigides de ganoine, ne pourraient-elles pas jouer le role d'un modifiant choc en
dissipant I'énergie lorsqu’elles sont traversées par les fissures et en limitant leur
propagation en direction des couches les plus profondes de 'écaille ?

La ganoine pourrait étre en quelque sorte I'analogue matériau du verre feuilleté vis-a-
vis du verre ordinaire.

Ce ne sont bien évidemment que des conjectures, mais qui incitent a poursuivre les
investigations sur la connaissance des relations entre la structure et les propriétés de
cet émail multi-stratifié si particulier qu’est la ganoine. Les développements de
nouveaux matériaux ou de nouvelles structures s'inspirent en effet de plus en plus de
I'étude des formes et des structures présentes dans la nature, qui sont si diversifiées a
I'échelle micro ou nanométrique. Ils s'inspirent également de la compréhension des
propriétés, des processus et des fonctions du vivant. Ces processus d'innovation
émergeants porte les noms de biomimétisme, bioinspiration ou encore bioingénierie
(https://fr.wikipedia.org/wiki/Biomimétisme).

Morphogénese

Je termine ce mémoire en présentant un travail préliminaire réalisé au tout début de
mes études E.PH.E et qui en a motivé une partie.
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Il s’agit d’'une réflexion sur la morphogéneése de I'ornementation des microtubercules.
Cette ornementation présente en effet, sous microscope optique, des caractéristiques
géométriques remarquables qui ne sont pas sans rappeler les structures issues de
phénomeénes d’auto-organisation connus sous le nom de Turing Patterns (Ball , 2009).

La FIGURE 85 présente I'analogie de forme qui existe entre le phénomene d’auto-
organisation des constituants chimiques d’'une réaction chimique oscillatoire du nom
de CIMA (Ball , 2009), et 'observation de la surface de la ganoine du spécimen
JRE.2008 en microscopie optique par contraste de phase.

Ces phénomenes d’auto-organisation ont été évoqués pour tenter d’expliquer la
régularité géométrique des motifs présents sur I'épiderme de nombreuses especes
animales (Murray, 1988 ; Kondo et Asai, 1995 ; Ball , 2009 ; Meinhardt, 2009),

Mes observations de microscopie optique en contraste de phase des microtubercules
ne sont que la représentation dans une échelle de niveaux de gris d'un relief présent a
la surface de 'écaille. Néanmoins la similitude de forme est troublante avec celle de
certains "Turing Patterns" et suggére peut-étre un réle non négligeable des contraintes
physiques ou physico-chimiques sur cet agencement.

Ces formes peuvent étre simulées mathématiquement a partir de différents modeles
théoriques. H. Meinhardt, I'auteur du livre " The algorithmic beauty of sea shells "
(Meinhardt, 2009), a réalisé en 2010 des simulations de I'organisation de
microtubercules a partir d'images de peels que je lui avais communiquées. Ses
simulations sont présentées sur la FIGURE 86. D'apres ce théoricien I'organisation en
motif de points que j'observe se rapproche plus d'un modele théorique de formation
par activation-déplétion du substrat que d'un modéle par activation-inhibition dont
'agencement est plus irrégulier. Je le cite (communication personnelle, 2010) : “The
pattern suggests indeed that it is based on local self-enhancement and long range
antagonistic effects. There are two pattern-forming mechanisms conceivable, an
activator-inhibitor or an activator-depleted substrate model. The activated-depleted
substrate mechanism leads to more regular patterns.“

Ces deux mécanismes impliquent la participation de deux effets antagonistes a
'origine du phénomene d’auto-organisation. Ils correspondent a des phénomenes
"hors de I'équilibre” qui nécessitent une consommation d'énergie pour pouvoir se
produire.

Bien évidemment ce ne sont que des spéculations issues de considérations théoriques
et d’'une simple analogie de formes. De nombreux autres mécanismes peuvent étre
évoqués pour tenter d’expliquer cette morphogéneése. Certains auteurs pensent par
exemple que la structuration de la couche basale des cellules de I'épiderme est a
l'origine des motifs observés (Schultze, 1966).
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Conclusions & Perspectives

Ces travaux menés sur les écailles ganoides du spécimen JRE.2008 que j’ai eu

I'opportunité de découvrir au pied d’'une falaise argileuse du Bec de Caux m’ont permis

d’aborder des domaines de recherche intéressants et variés.

Au niveau histologique j'ai cherché a clarifier la notion de canal vasculaire de
Williamson introduite par Qrvig. J'ai pu observer une structure nouvelle, faite de
stries a la surface des fibres de Sharpey. Je I'attribue a un phénomene
d’enroulement des fibres de collagéne intrinséques autour de ces derniéres.
Enfin j'ai caractérisé de maniére approfondie la répartition hétérogene de la
dentine a la surface des écailles, et j’ai posé quelques hypothéses sur I'origine du
caractére hétérogene de cette répartition.

J'ai mis au point une nouvelle méthode d’étude de I'ornementation des
microtubercules simple, efficace et nomade. Ma méthode permet d’accéder a la
détermination quantitative des dimensions d’'un grand nombre de
microtubercules. Elle est accessible a la fois aux professionnels et aux amateurs
en paléontologie munis d'un microscope optique équipé en contraste de phase.
J'ai enfin suggéré une hypothése nouvelle quant a la fonction de ces
microtubercules.

Ces divers travaux ouvrent sur des perspectives d’études nouvelles trés intéressantes.

D’une part la poursuite des études histologiques avec des moyens de caractérisation

complémentaires, comme par exemple la microscopie Raman confocale, afin de

répondre a certaines questions restées en suspens. Comme je 'ai indiqué

précédemment, le spécimen JRE.2008 est un candidat intéressant pour mieux

comprendre les phénomenes évolutifs menant a la disparition de la dentine chez les

Ginglymodi actuels.

L’étude histologique du spécimen {Thaiichthys buddhabutrensis apparait également

intéressante a réaliser.

Concernant ma nouvelle méthode d’étude des microtubercules, elle a donné lieu a

deux premiéres communications :

Un premier avancement a été présenté en mars 2012 (communications affichée)
lors des 5¢me Rencontres de I'Ichtyologie en France (RIF 2012), organisée par la
Société Francaise d’Ichtyologie.

Des premiers résultats qualitatifs exploitant mes observations de peels sur des
écailles fossiles ont été publiés en 2016 au sein d’un article de la revue Cybium :
« Histology of the ganoid scales from the early Late Cretaceous of the Kem Kem
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beds, SE Morocco : systematic and evolutionary implications », dont je suis co-
auteur. Cet article est présenté en annexe.

J'ai l'intention de rédiger une prochaine publication, a large diffusion, afin de présenter
le protocole opératoire finalisé et les résultats quantitatifs obtenus.

Ma méthode est désormais opérationnelle. Elle peut étre utilisée par d’autres
chercheurs. Il sera néanmoins utile de réaliser des essais croisés afin de valider sa
reproductibilité dans le cadre d'un usage étendu a d’autres laboratoires équipés de
microscopes dont les systémes de contraste de phase seront peut-étre différents.

Je souhaite favoriser son développement au sein de la communauté scientifique. Pour
cela j’ai I'intention de réaliser de nouvelles études en collaboration avec d’autres
chercheurs, et continuer a explorer ses intéréts applicatifs aux plans systématiques et
paléo-biologiques.
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presque perpendiculairement aux lignes d'accroissement de I'écaille, les fleches indiquent les extrémités
caractéristiques en plumet des canaliCuli..........cecvriiiririnieieiee e s 109

Figure 16 : Lepidotes JRE.2008. Observation en champ clair. Canaliculus de Williamson de type Il de 3 a
5 microns d’épaisseur, présentant des ramifications, et dont les extrémités sont en connexion avec
différents inCréments de deNTIiNe. .........ccceeieirieiieriiie ettt ettt e sttt ebesbesbeesessesaeeneens 109

Figure 17 : Lepidotes JRE.2008. Observation en D.I.C. Extrémité d'un canaliculus de Williamson de type
IT situé dans Ja dentine..........ccoooiiiiiiiiii et 110

Figure 18 : Lepidotes JRE.2008. Observation en D.I.C. Présence d’un canaliculus de Williamson de type II
sur la gauche et d’'un canaliculus de Williamson sur la droite (fleches jaune). Les extrémités du
canaliculus de Williamson de type II prennent naissance dans la dentine a proximité des canaliculi
odontoblastiques (fleches rouge). Cette derniére est peu développée en épaisseur. ..........c.c.ccceeverereruenenen. m
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Figure 19 : Lepidotes JRE.2008. Observation en D.I.C. Extrémités d'un canaliculus de Williamson de type
II dans deux unités de dentine adjacentes. Un ostéocyte est également a proximité .........c..coceeeeervernencne 112

Figure 20 : Lepidotes JRE.2008. Observation en champ clair. Coupe tangentielle a la surface. Observation
des ostéocytes et des CONNEXIONS ENEIE VOISINS. ..everviruertieuieierterierteetestesteeteettetesessestesseessessessessesseeneesensens 12

Figure 21 : Lepidotes JRE.2008. Observation en champ clair. Fibres de Sharpey (fleches). Les rectangles
rouges correspondent a des régions ou la diagénése modifie le contraste de couleur noire des fibres de

Figure 22 : Lepidotes JRE.2008. Observation de la surface au MEB. Observation d'un canal vasculaire
(fleche orange) et de canaliculi de Williamson (fleches rouges) dans la lame basale. .........ccccccoeeenennee. 114

Figure 23 . Observation au M.E.B. Localisation des analyses EDX réalisées sur un canaliculus de
Williamson orienté verticalement et un capillaire vasculaire orienté horizontalement..............c............ 115

Figure 24 : Analyse EDX des canaliculi de Williamson et de canaux vasculaires localisés sur la Figure 23 :
le pic du carbone est treés important vis-a-vis des autres éléments comme le phosphore ou le calcium.. 116

Figure 25 : Ganoine et plaque basale observée en microscopie électronique a balayage. Les pointages
correspondent aux endroits ol ont été réalisées les analyses élémentaires............ccccceeevieeriinieienieenienen. uy

Figure 26 : analyse EDX de la ganoine de la Figure 25 : absence de fluor, le pic du carbone est tres faible
(il s’agit ici d'une métallisation au carbone de la surface d’'une épaisseur de 20 nm. La profondeur
d’observation en analyse élémentaire est de I'ordre du MiCION. .......cccevveieirieieirieieieieeeeeee e u8

Figure 27 : Analyse EDX de la lame basale de la Figure 25 : présence notable de fluor. L'intensité& du pic
du carbone est nettement plus importante qu’au sein de la ganoine (cf. Figure 26). .......ccccovveervrrernnnnn. 19

Figure 28 : Ecaille de {Scanilepis dubia. Odontocomplexe, constitué d'unités de dentine adjacentes
séparées par des lignes de résorption (d’apres @rvig, 1978a). ....c.vuvveueuereuiuiririnirinieieerertrreee et 120

Figure 29 : Lepidotes JRE.2008. Initium. Canaliculus de Williamson présentant deux branches (téte de
fleche), et dont l'extrémité (fleche) est a proximité de l'initium. G : Ganoine; D : Dentine, O : Os. , Os :
ostéocytes. La partie osseuse juste sous la dentine semble faite d'os fibreux d’apres la forme étoilée de
l'ostéocyte situé en haut et a gauche de I'image, puis elle devient rapidement pseudo-lamellaire avec des
ostéocytes (en bas a gauche) orientés dans le sens des fibrilles de collagéne. ..........c.ccovrireceiinreiennnes 121

Figure 30 : Lepidotes JRE.2008. Coupe tangentielle a la surface de I'écaille et traversant les couches d'os
et de dentine. Rectangle : jonction entre I'extrémité en plumet d’'un canaliculus de Williamson et un
ostéocyte. Téte de fleche : branchement au niveau d'un canalicule. Fleche : extrémité d’'un canaliculus de
Williamson de type II en connexion avec 1a dentine. .........coeeveeririenieeeininieieeneieenieeee st 122

Figure 31 : Agrandissement de la figure 19. Canaliculi odontoblastiques de la dentine (fleche bleue) et
lacunes de Howship (tétes de fleChes TOUZES) . .vvvovrueurueuemiiriririeiet ettt eees 123

Figure 32 : Détail d’'un odontode : canaliculus de Williamson issu d'un canal vasculaire (étoile orange) et
dont les ramifications (fleches rouges) sont en connexion avec la dentine. La ligne orange marque
I'interface entre la matrice 0sseuse et 1a dentine ..........ccccuevveviiiiiiieieieieceeeeee e 124

Figure 33 : Comparaison de deux odontodes. Dans celui de gauche on observe la cavité pulpaire tandis
que dans I'odontode de droite cette derniére a été comblée par de la substance osseuse, et notamment
l'interface avec la dentine (ligne orange). Quelques cavités vasculaires sont visibles. Le carré rouge
correspond a la zone visualisée SUr 1a FIGUIE 32.......ccciiiriiirinieiiininccneterecteente st 124

Figure 34 : Lepidotes JRE.2008. Détail de I'initium de la Figure 29. Succession d’'une couche de dentine
de 10 4 15 microns, puis d'os fibreux de 30 a 40 microns, puis d'os pseudo-lamellaire. Un canal vasculaire
(Cv.) ainsi qu'un ostéocyte (Os.) sont visibles dans la couche d’os fibreux, ainsi que des extrémités de

canaliculi de Williamson (fleChes BIEUES) .......cc.oicuiiuiiiiieieeeieeeeee ettt sesaeeeeans 125
Figure 35 : Coupe longitudinale, du bord antérieur au bord postérieur, et passant par l'initium. ........... 126
Figure 36 : Coupe transversale, du bord dorsal au bord ventral, et passant par l'initium.........c.cccceceueee 126

Figure 37 : Lepidotes JRE.2008. Coupe transversale prés du bord postérieur de I'écaille. La partie ventrale
€St & GAUCHE d@ TIMAZE. ...eviveiiieiiiici ettt ettt sttt b ettt enes 126
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Figure 38 : Lepidotes JRE.2008. Petit 0os dermique avec 6 0dONtodes ..........cccecevvereeirireneenieineneeeeseneene 127

Figure 39 : représentation schématique de la localisation de la dentine. Les rectangles orange
correspondent a la localisation de la dentine sur une coupe longitudinale et une coupe transversale
passant par l'initium. Les deux ovales orange correspondent a la localisation de la dentine faite sur la
coupe transversale figurée, qui a été réalisée selon la ligne rouge prés du bord postérieur de I'écaille... 128

Figure 40 : Ecaillure de lépisostée recouvert de sa couche d’épiderme. Bord postérieur a droite et bord
dorsal en haut. Pour chaque écaille les bords postérieur et ventral sont recouvrant, tandis que les bords
antérieur et dorsal sont recouverts par les écailles adjacentes (dessin d’aprés (Francillon-Vieillot, et al.,

Figure 41 : Ornementation caractéristique d'+Obaichthys decoratus (illustrations d’aprés (Grande,
2010)). Les crétes sont alignées longitudinalement indépendamment de la forme des diverses écailles
auxquelles elles APPATTIENNENL. .......cc.evuiiiiieieiere ettt sttt et et et e b e te bt etesaesbesaeeneens 129

Figure 42 : Fibres de Sharpey en lumiére transmise. Trois régions distinctes : région C ou les fibres sont
noires et ondulantes, région A ou elles sont translucides et ondulantes, région B ou elles ne sont pas
APPATEIIEES . ....eeeeeiiteteteteaeseseseeteseseseseaessesesesesesesaseaessesesasaseseasasesesesesesasssea s et eseseseseaea st esesesesesesen st esesesesennnssnseee 130

Figure 43 : Agrandissement de la région gauche de la Figure 42. Image en contraste interférentiel sous
nicols croisés (D.I.C). Dans la région B les fibres de Sharpey minéralisées sont présentes sous la forme de
bandes blanches striées d’environ 3 microns de large (étoiles) a cause de leur biréfringence. ................. 131

Figure 44 : Image composite réalisée a I'aide du logiciel Image] : superposition d'une image en lumiére
transmise et d'une image en D.I.C. Les fibres de Sharpey dans les régions B, présentes sous la forme de
stries blanches apparaissent dans la continuité des fibres noires ondulantes de la région C, et également
dans la continuité des fibres translucides de la région A. ..........cccociiiriiiiiiniiinneeee e 132

Figure 45 : Fibres de Sharpey en contraste interférentiel sous nicols croisés (D.1.C) a gauche, et en
lumiére naturelle a droite (champ clair). La fléche bleue correspond a I'emplacement d'une fibre de
Sharpey "invisible" en lumiére naturelle, mais présente sous la forme d'une bande blanche en lumiére
polarisée-analysée a cause de sa biréfringence. L’étoile correspond a un canaliculus de Williamson......132

Figure 46 : Observation en DIC. Agrandissement de la Figure 45, afin de distinguer la structure fine
présente sur les fibres de Sharpey minéralisées, consistant en des stries perpendiculaires a 'axe des
fibres et distantes d'Un MICTON ENVITOM. ......cveieierieriirieeteeteesteete et eeteseestestesteeseeseessessesseeseessesessessessesseessessens 133

Figure 47 : Observation en DIC. Présence de fines fibrilles noires au sein des fibres de Sharpey
partiellement minéralisées (fleChes BIEUES). .....c.coveuiiuirieiiiiiicice ettt 133

Figure 48 : Phénomene physico chimique de précipitations périodiques connu sous le nom de
« Liesegang bands , figure d'aprés (SUltan, 2013). ....ccoeurerieueueiriiiriree ettt 134

Figure 49 : Observation en DIC. Variation de la périodicité des stries sur une méme fibre de Sharpey
minéralisée SElon 188 ZONES ODSEIVEES. ........ccecuieuieieiiiiitieieieste ettt ettt eess e s e sseeseeseessessesessesseesesens 134

Figure 50 : Observation en DIC. Les stries sont toujours perpendiculaires a 1'axe des fibres de Sharpey,
indépendamment de la direction générale des fibres intrinseques environnantes, indiquées par la double
FIECHE DIANCRE.......cuiiiiiiiiceceeee ettt ettt ettt be et e ete e st esaeseeessensesessesseeseeseensanaeseeensensensensans 135

Figure 51 : Observation en DIC. Il semble exister une continuité entre les stries sur les fibres de Sharpey
minéralisées et les fibres intrinSequUes adjACENLES..........cerveveerierieirie ettt sa e s sessesseneees 136

Figure 52 : Observation au MET -Thése Damien SUBIT de 2004. Enroulement des fibrilles de collagéne
(fleches rouges) autour d’amas (*) qui correspondent a des paquets de fibrilles de collagéne, donc a des
fibres de collagéne orthogonales coupées transversalement. ............c.ccecerveirerieeeeeeseieeseeeeeseeee s 137

Figure 53 : Thése de >Damien Subit. Hypothese d'un mécanisme d'attache des fibres orthogonales. .....137

Figure 54 : Image composite, superposition d’'une observation en lumiére naturelle et en D.I.C sous
analyseur et polariseur croisés. Changement d’orientation des fibres de Sharpey entre les régions ou elles
ne sont pas minéralisées (fibres noires) et les régions ou elles sont minéralisées (fibres blanches)......... 138

Figure 55 : Apposition du caractére "dentine” (carrés jaunes) sur la phylogénie de Lopez-Arbarello
(Lopez-Arbarello, 2012) au sein de la famille des GInglymodi. ........cceoeeivveeerieieirinesieeieeee e 139
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Figure 56 : Peel en cour de séchage sur la couverture écailleuse d'un lépisostée actuel conservé dans de
PAICOOL ..ttt ettt et ettt et e te et e et e et e ettt et e e b e eabeetbeett e beebeenbeeetbeataebeenbeenteeneeareas 140

Figure 57 : observation d’'un peel de Polypterus ornatipinnis au grossissement x20 en contraste
INEETTETENTIE] (IMLLO.) woviiviieiieiieeeeeeeeete ettt ettt ettt eae e st e st et et e et e eseessensensseseensensestessseseeseensensenseerean 141

Figure 58 : Peel d’Erpetoichthys callabaricus observé en contraste de phase selon Zernike..................... 142

Figure 59 : Peel d’Erpetoichthys callabaricus, utilisation d'une piles d'images réalisées avec différentes
mises au point et de la macro stack focuser pour améliorer la netteté sur tout le champ d’observation
correspondant a 'image de 1a FIGUIe 58. .......cccoiiiiiiiiiiii et 143

Figure 60 : Mesure manuelle des diamétres (double fleche rouge) et distances (double fleche bleue)
entre microtubercules en accord avec les déterminations de Gayet (1) et selon les nouveaux descripteurs
que nous proposons pour le traitement semi-automatisé des images (2) .......oveveveeeueerenririreerenenereereeeeeenas 143

Figure 61 : L'image de gauche a été prise avec un temps d’acquisition de 5oms, tandis que I'image de
droite a été prise avec un temps d’acquisition de 150ms. Bien que les valeurs absolues de niveaux de gris
soient différentes, les proportions sont conservées au niveau des profils d’intensité caractérisant les
microtubercules SUr €es deUX IMAZES. ...c..cveuiruerirtirieieiirteierietet ettt ettt et e st et et st et e st s beaesesbenbeneeneenesean 144

Figure 62 : Image (1) prise avec une mise au point correcte et image (2) ou la mise au point a été réalisée
a un autre endroit du peel. Les diameétres des tubercules sont artificiellement élargis quand la mise au
POINE NVESE PAS COTTEEEE. ...ueverviniierieteuirtentettentettstetete et estestebesseseeseebesbeseebesae st ebessessestasenbeseseebenseneesensennesesseneen 145

Figure 63 : Image (3) correspond a une image composite issue d’'une pile d’'images réalisées avec
différentes mises au point selon Z et traitées avec le plugin « stack focuser ». Les profils d'intensité et les
diameétres des tubercules de I'image (3) correspondent a ceux de I'image (1) ot la mise au point a été faite
LOCALEIMIEIIL. ...ttt ettt ettt e et e e te e aeeaeeteeateeaseesseeaseesseeaseesseessenseenseenseeessensseteenseeneas 146

Figure 64 : Microtubercules seuillés de maniére globale avec le méme niveau de gris donné, ou bien de
maniere locale avec un niveau de gris adapté pour chaque tubercule et correspondant au tiers de
l'intensité lumineuse de SON MAXIIMIUINL ........ccueevuieiieiiieeieeeeeeteeste et ereeeeeeesteesseesseessesssesseeseesseensessseeseas 146

Figure 65 : Différentes étapes de mesure semi-automatique des diametres et distances entre
microtubercules. Etape 1 : pavage de Voronoi autour de chaque microtubercule. Etape 2 : Seuillage local
de chaque tubercule et mesure de son diameétre. Etape 3 : calcul du plus proche voisin de chaque
tubercule et mesure des distances entre les centres des plus proches voisins...........ccceceeerecerenencenieene. 147

Figure 66 : traitement selon mon protocole d’'un plus grand champ d’observation. Sont comptabilisés de
maniére automatique les dimensions et distances des microtubercules reliés entre eux par un trait. Les
cercles rouges correspondent a des artéfacts de seuillage. Ces objets qui ne représentent pas des
microtubercules sont a éliminer de maniere manuelle. Le rectangle bleu correspond au champ
d’observation réduit de la FIGUIE 65.........ccocivieieiirieieieiieiesieieesie ettt ssesessenaesaesseseesen 148

Figure 67 : Comparaison de la distance entre microtubercules en choisissant de mesurer la distance
entre les sommets des microtubercules (ce travail) ou bien la distance séparant leur base (d’aprés Gayet
€1 IMBUIET, 2001). ..ueuviuieuiitiieiietietetete et etet et ete et esteteesesseseeseesessessesessessesesessessesassassesseseesansessesansessesesensessesesan 149

Figure 68 : Image de I'ornementation des microtubercules prise au Microscope Electronique a Balayage
L0020 5 IR 149

Figure 69 : Comparaison de l'ornementation d'une méme zone d’une écaille observée directement au
microscope électronique a balayage (MEB) et en microscopie optique apreés réalisation d'une réplique de
12 SUTTACE (PEEL). wouveieiieeiieteeete ettt sttt b et e s s et et s et s ebese s esese s esene s esenesesessesensesenn 150

Figure 70 : Influence de 'angle d’inclinaison du faisceau d’électron (tilt) avec la normale a la surface de
la... ganoine. a) Angle de tilt de 0° : les mesures des distances sont correctes mais le contraste de I'image
faible. b) angle de tilt de 20° : les microtubercules sont mieux visibles (effet de perspective) mais 'image
est distordue et les distances réduites selon I'axe de tilt. ¢) vue générale de I'écaille. d) superposition de
la mesure des distances entre des objets identiques sur les vues a) et b) .......ccoeoeereinnciinninnciineeees 151

Figure 71 : Présence d’'un ombrage sur les microtubercules de 'image MEB a gauche. L'image de droite
montre la difficulté a seuiller correctement les contours des microtubercules suite a cet ombrage : seules
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les ombres (bleues) ou les parties brillantes (jaunes) de chaque microtubercule pourront étre seuillées
avec un Niveau de Gris dOMME. ........ccoiiiiiiiriiirieieee ettt st b ettt sttt sttt ebe st ebesbe e eneas 152

Figure 72 : Comparaison des profils de niveau de gris réalisés au travers de la section d’'un
microtubercule d’aprés une image de microscopie électronique a balayage et une image de microscopie
optique ; (a) Image prise au MEB et () profil d’intensité associé selon le trait rouge ; (b) image prise en
microscopie optique par contraste de phase sur un peel et (b’) profil d’intensité associé selon le trait
TOUZE. .eeeevevetteieeeate ettt s et st a s b bttt e e s b et a bbb s te et e e s ettt e s bbbttt s ettt ettt es 152

Figure 73 : observation en microscopie a force atomique de la surface de la ganoine. Vue en code couleur
a gauche et en perspective a droite de la hauteur relative des microtubercules. .........ccocooeeirenicninenne 153

Figure 74 : observation en microscopie a force atomique. Vue en code couleur de la hauteur relative des
microtubercules (image de gauche) et mesure quantitative des hauteurs des microtubercules situés le
long du segment de droite brisée de couleur bleue. .........cccccoveiioninieiiniiiniicccee e 153

Figure 75 : Spécimen JRE.2008. Comparaison des variations de hauteur des microtubercules en AFM
prise selon un contour (figures A et A’) avec les variations relatives de niveaux de gris des
microtubercules prises sur un contour différent provenant d'une image de microscopie en contraste de
phase d’un peel (fIGUres B € B’). ..c.couiuiirieeiieieiieie ettt sttt se e eaenen 154

Figure 76 : Spécimen JRE.2008. Comparaison du profil de hauteur d'un microtubercule a partir d'une
image AFM (figures A et A’) avec deux profils de niveau de gris caractérisant deux microtubercules
distincts. Les profils B et C proviennent de deux microscopes différents dont I'un est équipé d’'une
échelle dynamique d’acquisition plus grande et d’'un systeme de phase avec une compensation du

«HALO » (PTOMIL C) 1ottt sttt ettt b e st et e s esese s ese st esese s esese s esesessenesesens 155

Figure 77 : Détermination des aires des microtubercules avec un seuillage global (« atractosteus » fait
référence a I'espece Atractosteus spatula et « tristoechus » a I'espece I’Atractosteus tristoechus............ 156

Figure 78 : Détermination des diameétres moyens des microtubercules en fonction de la position
anatomique du peel sur le spécimen. Il s’agit ici du spécimen MNHN 0000-5760 récolté par Bocourt en
1871 AU GUALEIMALA. ...ttt ettt b e bttt b st e bt b et b et 157

Figure 79 : Lepidotes JRE.2008. Premiéres observations qualitatives des microtubercules sur un
microscope Nachet équipé en contraste de phase. Limite entre deux strates de ganoine (fleches bleues).
Les dimensions des microtubercules sont notablement différentes entre les deux strates (diamétres et
distances). Sur la partie gauche de I'image la distance moyenne entre microtubercules voisins est de 12,8
microns (n=100, SD=1,6), elle est de 9,8 microns sur la partie droite (n=100, SD=1,4) .......ccec0rverrererrrrrenens 158

Figure 8o : Spécimen n°KS12-265 de 1Thaiichthys buddhabutrensis. La position anatomique des peels
référencés du n°1 au n°8 est indiquée par les cercles rouges (peels réalisés par U. Deesri). ......ccoureneee. 159

Figure 81 : Comparaison des ornementations de microtubercules (observations en D.I.C. au méme
grandissement) entre +Thaiichthys buddhabutrensis, Polypterus senegalus, JRE.2008 et Ban Sap Hin
2N (G 2SR 160

Figure 82 : Observations en D.I.C des différents peels de 1+Thaiichthys buddhabutrensis. Les peels
références peel 8, 8b et 8c correspondent a différentes zones prises sur le peel n°8. On peut observer les
différents défauts topographiques (poussiéres, rayures, etc..) qui interférent lors de I'étape de seuillage et
AOTVENE BETE fIIEIES. ....euitiiiiteiiet ettt b ettt b ettt bbbt b et e e e b 161

Figure 83 : Lepidotes JRE.2008. Ecaille brisée a son bord postérieur. Observation au MEB de
I'ornementation des microtubercules a la surface de 'écaille (a droite), mais aussi sur une strate interne
de ganoine a l'issue de sa délamination (au centre.de I'image), prés du bord brisé. .........cccoveevrirreennne. 162

Figure 84 : Lepidotes JRE.2008. Zone de ganoine localement dégradée (de couleur blanche et de nature
friable). Phénoméne de délamination entre chaque strate. Le relief des microtubercules est encore
visible au niveau des différentes strates, bien que la ganoine soit ici trés dégradée. ..........ccceevueercnnnen. 163

Figure 85 : Comparaison du phénomeéne d’auto-organisation généré par une réaction chimique du nom
de CIMA (image de gauche extraite du livre « Shapes » (Ball , 2009)) et de 'ornementation des
microtubercules observés en microscopie optique par contraste de phase sur le spécimen JRE.2008
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(image de droite). Les motifs hexagonaux (bleus) sont trés majoritaires par rapport aux motifs
pentagonaux (rouge) et heptagonauX (VETES). .......cocvueueriruererirueinteerieiecreeseseeies et ebessesee st s eeseseseeseneeas 163

Figure 86 : Simulations réalisées par H. Meinhardt en 2010 du motif de points observé sur les images de
microscopie optique par contraste de phase des peels selon un modele théorique d’activation-inhibition
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Figure 87 : Test de normalité et diagrammes Q-Q plot : les mesures des grands diameétres des
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Toutes les mesures ont été faites sur le méme peel, a différents endroits (zones 1a 5). Deux microscopes
avec (CEMIM) et sans (Zeiss) correction du « halo » provenant du contraste de phase ont été utilisés. 169

Tableau 7 : Mesures de 'ornementation des microtubercules chez JRE.2008 et MHNH 7267 réalisées sur
le microscope Zeiss. Les références Z1, Z2, Z3 correspondent a différentes zones d’observation sur un
méme peel ; les chiffres entre parenthése indiquent le temps de I'exposition lors de 'acquisition des
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Figure 1 : Vu éclatée des os du toit crdanien (Fr : frontal ; Pa : pariétal ; e : écaille ; ptt : posttemporal ; ex :
extrascapulaire ; dsph : dermosphénotique ; dpt : dermoptérotique ; so : sousorbital)
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Figure 2 : Mise en connexion anatomique des os du toit cranien. Echelle : petits carrés verts de icm de
coté..
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Figure 3 : vue éclatée des os de la joue (op : opercule ; sop : sousopercule ; pop : préopercule, scl :
suprachleitrum)

PAGE 102



3cm

Figure 4 : connexion anatomique entre l'opercule et le sous-opercule (cf. [égende de la Figure 3)
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Figure 5 : fragments de la dentition. La couronne des dents est située au sommet d’'un pédicule et présente
au niveau de 'apex une petite pointe plus ou moins émoussée. La base des dents est plus ou moins ovale.
Les dents marginales sont nettement plus petites que les dents internes et leurs pointes sont moins
émoussées (vo : vomer)

Figure 6 : Ecailles des flancs. Elles possédent deux processus articulaires marqués orientés selon l'axe
antéro-postérieur. Ils sont situés aux bords antéroventral et antérodorsal. Les écailles de gauche n’ont pas
d’articulation « peg and socket » contrairement aux écailles de droite, qui présentent également un
processus articulaire selon l'axe dorsoventral. Echelle : petits carrés verts de 1cm de c6té.
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Figure 7 : Les écailles de gauche, trés épaisses, ont les processus antéroventral et antérodorsal inclinés
dorsalement. Elles proviennent de la région ventrale. Les écailles de droite n’ont pas de processus
articulaire marqué. Echelle : petits carrés verts de icm de c6té.

Figure 8 : Différentes écailles de symétrie axiale ou proche. Les écailles de droite présente une pointe sur
leur partie postérieure et sont situées au niveau la ligne dorsale. Echelle : petits carrés verts de 1cm de cété.
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Figure 9 : Comparaison des dimensions des opercules et sous opercules. A gauche le spécimen +M. lennieri
du Kimméridgien d’Angleterre, au centre le spécimen JRE.2008 du Kimméridgien du Havre, a droite le
spécimen TL. leedsi.

Figure 10 : Comparaison du toit crdnien avec ceux de TM. lennieri et TL. leedsi.
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Figure 11 : Canaux vasculaires de Williamson (ou canaliculus de Williamson de type II) chez tHistionotus
angularis, d’aprés (Schultze, 1966).

— -,

Os pseudo-laméllaire

Figure 12 : Spécimen JRE.2008. Observation en D.I.C. Absence locale de dentine entre l'os pseudo-lamellaire
et la ganoine. Deux canaliculi de Williamson dont l'un traverse les strates de ganoine.
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Figure 13 : Lepidotes JRE.2008. Observation en D.I.C. Présence locale de dentine entre ['os pseudo-
lamellaire et la ganoine.

Figure 14 : Spécimen JRE.2008. Observations en D.I.C. Unités de dentine avec lignes de résorption (fléches
blanches : lacunes de Howship) et cavité vasculaire (étoile blanche).
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Figure 15 : Lepidotes JRE.2008. Observation en D.I.C. Canaliculi de Williamson traversant la lame basale
presque perpendiculairement aux lignes d'accroissement de ['écaille, les fléches indiquent les extrémités
caractéristiques en plumet des canaliculi.

Figure 16 : Lepidotes JRE.2008. Observation en champ clair. Canaliculus de Williamson de type I de 3 d 5
microns d’épaisseur, présentant des ramifications, et dont les extrémités sont en connexion avec différents
incréments de dentine.
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Figure 17 : Lepidotes JRE.2008. Observation en D.I.C. Extrémité d’un canaliculus de Williamson de type IT
situé dans la dentine
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14 microns

Figure 18 : Lepidotes JRE.2008. Observation en D.I.C. Présence d’'un canaliculus de Williamson de type II
sur la gauche et d’un canaliculus de Williamson sur la droite (fleches jaune). Les extrémités du canaliculus
de Williamson de type II prennent naissance dans la dentine a proximité des canaliculi odontoblastiques
(fleches rouge). Cette derniére est peu développée en épaisseur.
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Figure 19 : Lepidotes JRE.2008. Observation en D.I.C. Extrémités d'un canaliculus de Williamson de type II
dans deux unités de dentine adjacentes. Un ostéocyte est également a proximité

Figure 20 : Lepidotes JRE.2008. Observation en champ clair. Coupe tangentielle a la surface. Observation
des ostéocytes et des connexions entre voisins.
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Figure 21 : Lepidotes JRE.2008. Observation en champ clair. Fibres de Sharpey (fléches). Les rectangles
rouges correspondent a des régions ou la diagénése modifie le contraste de couleur noire des fibres de
Sharpey.
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Figure 22 : Lepidotes JRE.2008. Observation de la surface au MEB. Observation d’un canal vasculaire
(fleche orange) et de canaliculi de Williamson (fléches rouges) dans la lame basale.
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Lepidotes SP5s 1++ ~
MAG: 1602 x HV: 15,0kV WD: 16,2%m

Lepidotes SP5s 1

Figure 23 . Observation au M.E.B. Localisation des analyses EDX réalisées sur un canaliculus de
Williamson orienté verticalement et un capillaire vasculaire orienté horizontalement.
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pic du carbone est trés important vis-a-vis des autres éléments comme le phosphore ou le calcium.

Figure 24 : Analyse EDX des canaliculi de Williamson et de canaux vasculaires localisés sur la Figure 23 : le
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Lepidotes SP55'3 g
AG: 251Rx HY: 150 KV. WD: 16,3 mm

Lepidotes SP3s 3

Figure 25 : Ganoine et plaque basale observée en microscopie électronique a balayage. Les pointages
correspondent aux endroits otl ont été réalisées les analyses élémentaires.
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Figure 26 : analyse EDX de la ganoine de la Figure 25 : absence de fluor, le pic du carbone est trés faible (il

s’agit ici d’'une métallisation au carbone de la surface d’'une épaisseur de 20 nm. La profondeur

d’observation en analyse élémentaire est de l'ordre du micron.
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spectre 4 Date 22072010 101202 HWV:15,0kY Puls th.:5,57kcps
spectre 5 Drate 22M 02010 11215 HV:15,0kY Puls th. 6, 16kcps
spectre B Date:22H0F2010 11226 HV:15,0kY Puls th.-5 82kcps
spectre 8 Date 2202010 10:12:48 HV:15,0kV Puils th.6 23kcps

Figure 27 : Analyse EDX de la lame basale de la Figure 25 : présence notable de fluor. L'intensité& du pic du
carbone est nettement plus importante qu’au sein de la ganoine (cf. Figure 26).
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Figure 28 : Ecaille de 1Scanilepis dubia. Odontocomplexe, constitué d'unités de dentine adjacentes
séparées par des lignes de résorption (d’aprés Qrvig, 1978a).
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Figure 29 : Lepidotes JRE.2008. Initium. Canaliculus de Williamson présentant deux branches (téte de
fléche), et dont l'extrémité (fléche) est a proximité de l'initium. G : Ganoine; D : Dentine, O : Os., Os :
ostéocytes. La partie osseuse juste sous la dentine semble faite d'os fibreux d’apreés la forme étoilée de
l'ostéocyte situé en haut et a gauche de l'image, puis elle devient rapidement pseudo-lamellaire avec des
ostéocytes (en bas a gauche) orientés dans le sens des fibrilles de collagéne.
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Figure 30 : Lepidotes JRE.2008. Coupe tangentielle a la surface de l'écaille et traversant les couches d'os et
de dentine. Rectangle : jonction entre 'extrémité en plumet d’'un canaliculus de Williamson et un
ostéocyte. Téte de fléche : branchement au niveau d'un canalicule. Fléche : extrémité d’un canaliculus de
Williamson de type II en connexion avec la dentine.
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Figure 31 : Agrandissement de la figure 19. Canaliculi odontoblastiques de la dentine (fléche bleue) et
lacunes de Howship (tétes de fléches rouges)
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dentine

Figure 32 : Détail d’un odontode : canaliculus de Williamson issu d’'un canal vasculaire (étoile orange) et
dont les ramifications (fléches rouges) sont en connexion avec la dentine. La ligne orange marque
linterface entre la matrice osseuse et la dentine

Figure 33 : Comparaison de deux odontodes. Dans celui de gauche on observe la cavité pulpaire tandis que
dans l'odontode de droite cette derniére a été comblée par de la substance osseuse, et notamment
linterface avec la dentine (ligne orange). Quelques cavités vasculaires sont visibles. Le carré rouge
correspond a la zone visualisée sur la Figure 32.
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Dentine

Os
fibreux

Figure 34 : Lepidotes JRE.2008. Détail de l'initium de la Figure 29. Succession d’'une couche de dentine de 10
a 15 microns, puis d'os fibreux de 30 & 40 microns, puis d'os pseudo-lamellaire. Un canal vasculaire (Cv.)

ainsi qu'un ostéocyte (Os.) sont visibles dans la couche d’os fibreux, ainsi que des extrémités de canaliculi
de Williamson (fléches bleues)
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dentine

Figure 35 : Coupe longitudinale, du bord antérieur au bord postérieur, et passant par l'initium.

dentine

Figure 36 : Coupe transversale, du bord dorsal au bord ventral, et passant par l'initium.

Figure 37 : Lepidotes JRE.2008. Coupe transversale prés du bord postérieur de ['écaille. La partie ventrale
est a gauche de l'image.
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Figure 38 : Lepidotes JRE.2008. Petit os dermique avec 6 odontodes

PAGE 127



g—

l'1.JI "
X #
[t L
%
T
i 4
| - r ¥
[T " '.I.Y Sidhoe
i
i N R

i S e i

il '-"'; =1

i -'5.-:': .J’ reep

e R
P el i)
g ke M -'-I»".'ﬂ‘p "“‘ d
W?ﬂ--"*"ﬂt( e *"
W <a
el
'rh&n-h_ 1 0
e

Wl 9 v 71 (

‘qt.;‘ O 7

i " i ]
"q"-ﬁ!ui.if_w”.t':'-' “:“‘1
e L

A bl /s, i g by Fee gl
J“?‘ | il ' L
.' ‘ﬂ 1“ -

ety s

i _knf"‘ '“H e . h oy \ A .h-‘. i, - : 1¥_, gt
LA e .If-_"l' S e s "::ﬁ’l Al [
. 1 L S '
?-_-M‘ LT LR -":hH e ey W /

I L’j-t'” s Ll | ™ 3 i : L
W'_.L.:uw #‘i'";q""’ 1 -. R i MR R TV 74

Figure 39 : représentation schématique de la localisation de la dentine. Les rectangles orange
correspondent a la localisation de la dentine sur une coupe longitudinale et une coupe transversale passant
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par l'initium. Les deux ovales orange correspondent a la localisation de la dentine faite sur la coupe
transversale figurée, qui a été réalisée selon la ligne rouge prés du bord postérieur de 'écaille.

R AR A O .

Figure 40 : Ecaillure de 1épisostée recouvert de sa couche d’épiderme. Bord postérieur a droite et bord
dorsal en haut. Pour chaque écaille les bords postérieur et ventral sont recouvrant, tandis que les bords
antérieur et dorsal sont recouverts par les écailles adjacentes (dessin d’apres (Francillon-Vieillot, et al.,

1990)).

Izcm

Figure 41 : Ornementation caractéristique dtObaichthys decoratus (illustrations d’aprés (Grande, 2010)).
Les crétes sont alignées longitudinalement indépendamment de la forme des diverses écailles auxquelles
elles appartiennent.
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50 pm

-

Figure 42 : Fibres de Sharpey en lumiére transmise. Trois régions distinctes : région C ou les fibres sont
noires et ondulantes, région A ot elles sont translucides et ondulantes, région B ou elles ne sont pas
apparentes.
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10 pm

Figure 43 : Agrandissement de la région gauche de la Figure 42. Image en contraste interférentiel sous
nicols croisés (D.1.C). Dans la région B les fibres de Sharpey minéralisées sont présentes sous la forme de
bandes blanches striées d’environ 3 microns de large (étoiles) a cause de leur biréfringence.
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Figure 44 : Image composite réalisée a l'aide du logiciel Image] : superposition d'une image en lumiére
transmise et d’'une image en D.I.C. Les fibres de Sharpey dans les régions B, présentes sous la forme de
stries blanches apparaissent dans la continuité des fibres noires ondulantes de la région C, et également
dans la continuité des fibres translucides de la région A.

Lumiére polarisée —analysée (D.I.C.) Lumiére transmise

Figure 45 : Fibres de Sharpey en contraste interférentiel sous nicols croisés (D.I.C) d gauche, et en lumiére
naturelle a droite (champ clair). La fléche bleue correspond a l'emplacement d'une fibre de Sharpey
"invisible" en lumiére naturelle, mais présente sous la forme d’'une bande blanche en lumiére polarisée-
analysée a cause de sa biréfringence. L’étoile correspond a un canaliculus de Williamson.
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Figure 46 : Observation en DIC. Agrandissement de la Figure 45, afin de distinguer la structure fine
présente sur les fibres de Sharpey minéralisées, consistant en des stries perpendiculaires a l'axe des fibres et
distantes d'un micron environ.

Figure 47 : Observation en DIC. Présence de fines fibrilles noires au sein des fibres de Sharpey partiellement
minéralisées (fléches bleues).
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Pbl, Co(OH), PbF, CuCrO, Co/PO,), Mg(OH), AgCr0,

Figure 1: Typical Liesegang patterns grown in gels, for a number of
sparingly soluble salts.

Figure 48 : Phénomeéne physico chimique de précipitations périodiques connu sous le nom de « Liesegang
bands, figure d'apreés (Sultan, 2013).

Figure 49 : Observation en DIC. Variation de la périodicité des stries sur une méme fibre de Sharpey
minéralisée selon les zones observées.
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Figure 50 : Observation en DIC. Les stries sont toujours perpendiculaires a l'axe des fibres de Sharpey,

indépendamment de la direction générale des fibres intrinséques environnantes, indiquées par la double
fléche blanche
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Figure 51 : Observation en DIC. Il semble exister une continuité entre les stries sur les fibres de Sharpey
minéralisées et les fibres intrinséques adjacentes
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Figure 52 : Observation au MET -Thése Damien SUBIT de 2004. Enroulement des fibrilles de collagéne
(fleches rouges) autour d’amas (*) qui correspondent a des paquets de fibrilles de collagéne, donc a des
fibres de collagéne orthogonales coupées transversalement.

Fig. 4.17 - Hypothéses sur lattache des fibres orthogonales. Les fibrilles de collagéne s’enroulent
autour des fibres orthogonales qui pourraient s’insérer dans le périoste (gauche) ou dans
l'os (droite). P : périoste, O : os, FO : fibres orthogonales, FC : fibres de collagéne.

Figure 53 : Thése de >Damien Subit. Hypothése d'un mécanisme d'attache des fibres orthogonales.
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Figure 54 : Image composite, superposition d'une observation en lumiére naturelle et en D.I.C sous
analyseur et polariseur croisés. Changement d’orientation des fibres de Sharpey entre les régions ou elles
ne sont pas minéralisées (fibres noires) et les régions ou elles sont minéralisées (fibres blanches)
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Figure 55 : Apposition du caractére "dentine” (carrés jaunes) sur la phylogénie de Lopez-Arbarello (Lopez-
Arbarello, 2012) au sein de la famille des Ginglymodi.
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Figure 56 : Peel en cour de séchage sur la couverture écailleuse d’un lépisostée actuel conservé dans de
I'alcool
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Figure 57 : observation d’un peel de Polypterus ornatipinnis au grossissement x20 en contraste
interférentiel (M.O.)
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Figure 58 : Peel d'Erpetoichthys callabaricus observé en contraste de phase selon Zernike
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Figure 59 : Peel d’Erpetoichthys callabaricus, utilisation d’'une piles d’'images réalisées avec différentes

mises au point et de la macro stack focuser pour améliorer la netteté sur tout le champ d’observation
correspondant a l'image de la Figure 58.
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Figure 60 : Mesure manuelle des diamétres (double fléche rouge) et distances (double fléche bleue) entre
microtubercules en accord avec les déterminations de Gayet (1) et selon les nouveaux descripteurs que nous
proposons pour le traitement semi-automatisé des images (2)
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Figure 61 : L'image de gauche a été prise avec un temps d’acquisition de 50ms, tandis que l'image de droite a
été prise avec un temps d’acquisition de 150ms. Bien que les valeurs absolues de niveaux de gris soient
différentes, les proportions sont conservées au niveau des profils d’intensité caractérisant les
microtubercules sur ces deux images.
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Figure 62 : Image (1) prise avec une mise au point correcte et image (2) ot la mise au point a été réalisée a
un autre endroit du peel. Les diamétres des tubercules sont artificiellement élargis quand la mise au point

n'est pas correcte.
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Figure 63 : Image (3) correspond a une image composite issue d’une pile d'images réalisées avec différentes
mises au point selon Z et traitées avec le plugin « stack focuser ». Les profils d’intensité et les diamétres des
tubercules de l'image (3) correspondent a ceux de l'image (1) ot la mise au point a été faite localement.
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Figure 64 : Microtubercules seuillés de manieére globale avec le méme niveau de gris donné, ou bien de
maniére locale avec un niveau de gris adapté pour chaque tubercule et correspondant au tiers de l'intensité
[umineuse de son maximum
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Figure 65 : Différentes étapes de mesure semi-automatique des diamétres et distances entre
microtubercules. Etape 1 : pavage de Voronoi autour de chaque microtubercule. Etape 2 : Seuillage local de
chaque tubercule et mesure de son diamétre. Etape 3 : calcul du plus proche voisin de chaque tubercule et
mesure des distances entre les centres des plus proches voisins.
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Figure 66 : traitement selon mon protocole d’'un plus grand champ d’observation. Sont comptabilisés de
maniére automatique les dimensions et distances des microtubercules reliés entre eux par un trait. Les
cercles rouges correspondent a des artéfacts de seuillage. Ces objets qui ne représentent pas des
microtubercules sont a éliminer de maniére manuelle. Le rectangle bleu correspond au champ
d’observation réduit de la Figure 65.
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Figure 67 : Comparaison de la distance entre microtubercules en choisissant de mesurer la distance entre
les sommets des microtubercules (ce travail) ou bien la distance séparant leur base (d’aprés Gayet et
Meunier, 2001).

Figure 68 : Image de l'ornementation des microtubercules prise au Microscope Electronique a Balayage
(MEB)
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MEB environnemental Microscope optique (DIC) - Peel

o T
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iew field: 128.8 ym Det: LVSTD 20 ym ri
Vac: LowVac, 30 Pa MNHN ﬁ

Figure 69 : Comparaison de ['ornementation d’'une méme zone d’une écaille observée directement au
microscope électronique a balayage (MEB) et en microscopie optique apres réalisation d’une réplique de la
surface (peel).
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a) Tilt =0° b) Tilt =20°

SEM HV: 15.00 kV Vac: HiVac VEGAW TESCAN SEM HV: 15.00 kV Vac: Hivac VEGAW TESCAN
View field: 7238 ym  Det: SE 20 pym -3 View field: 72.38 ym  Det: SE 20 pm d
MNHN n MNHN n

SEM HV: 15.00 kv Vac: Hivac VEGAI TESCAN SEMHV: 15.00kV  Vac: HiVac [ 1 15 | VEGAWTESCAN
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Figure 70 : Influence de l'angle d’inclinaison du faisceau d’électron (tilt) avec la normale a la surface de la

ganoine. a) Angle de tilt de 0° : les mesures des distances sont correctes mais le contraste de
l'image faible. b) angle de tilt de 20° : les microtubercules sont mieux visibles (effet de perspective) mais
l'image est distordue et les distances réduites selon l'axe de tilt. c) vue générale de I'écaille. d) superposition
de la mesure des distances entre des objets identiques sur les vues a) et b)
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Figure 71 : Présence d’un ombrage sur les microtubercules de l'image MEB a gauche. L'image de droite
montre la difficulté a seuiller correctement les contours des microtubercules suite a cet ombrage : seules
les ombres (bleues) ou les parties brillantes (jaunes) de chaque microtubercule pourront étre seuillées avec
un niveau de gris donné.
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Figure 72 : Comparaison des profils de niveau de gris réalisés au travers de la section d'un microtubercule
d’aprés une image de microscopie électronique a balayage et une image de microscopie optique ; (a) Image
prise au MEB et (a’) profil d’intensité associé selon le trait rouge ; (b) image prise en microscopie optique
par contraste de phase sur un peel et (b’) profil d’intensité associé selon le trait rouge.
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Figure 73 : observation en microscopie da force atomique de la surface de la ganoine. Vue en code couleur a
gauche et en perspective a droite de la hauteur relative des microtubercules.

by

nanometres

microns

Figure 74 : observation en microscopie a force atomique. Vue en code couleur de la hauteur relative des
microtubercules (image de gauche) et mesure quantitative des hauteurs des microtubercules situés le long
du segment de droite brisée de couleur bleue.
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Figure 75 : Spécimen JRE.2008. Comparaison des variations de hauteur des microtubercules en AFM prise
selon un contour (figures A et A’) avec les variations relatives de niveaux de gris des microtubercules prises

sur un contour différent provenant d’une image de microscopie en contraste de phase d’'un peel (figures B et
B).
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Figure 76 : Spécimen JRE.2008. Comparaison du profil de hauteur d’'un microtubercule a partir d’'une image
AFM (figures A et A’) avec deux profils de niveau de gris caractérisant deux microtubercules distincts. Les
profils B et C proviennent de deux microscopes différents dont 'un est équipé d’une échelle dynamique
d’acquisition plus grande et d’'un systéme de phase avec une compensation du « halo » (profil C)
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Figure 77 : Détermination des aires des microtubercules avec un seuillage global (« atractosteus » fait

référence a l'espéce Atractosteus spatula et « tristoechus » a l'espéce ’Atractosteus tristoechus
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Distribution des diameétres des tubercules (um)
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Figure 78 : Détermination des diamétres moyens des microtubercules en fonction de la position
anatomique du peel sur le spécimen. Il s’agit ici du spécimen MNHN o0000-5760 récolté par Bocourt en 1871
au Guatemala.
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Figure 79 : Lepidotes JRE.2008. Premiéres observations qualitatives des microtubercules sur un microscope
Nachet équipé en contraste de phase. Limite entre deux strates de ganoine (fléches bleues). Les dimensions
des microtubercules sont notablement différentes entre les deux strates (diamétres et distances). Sur la
partie gauche de l'image la distance moyenne entre microtubercules voisins est de 12,8 microns (n=100,
SD=1,6), elle est de 9,8 microns sur la partie droite (n=100, SD=1,4)
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Figure 8o : Spécimen n°KS12-265 de 1 Thaiichthys buddhabutrensis. La position anatomique des peels
référencés du n°1 au n°8 est indiquée par les cercles rouges (peels réalisés par U. Deesri).
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Figure 81 : Comparaison des ornementations de microtubercules (observations en D.I.C. au méme
grandissement) entre +Thaiichthys buddhabutrensis, Polypterus senegalus, JRE.2008 et Ban Sap Hin
A1667.
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Figure 82 : Observations en D.I.C des différents peels de +Thaiichthys buddhabutrensis. Les peels
références peel 8, 8b et 8c correspondent a différentes zones prises sur le peel n°8. On peut observer les
différents défauts topographiques (poussieéres, rayures, etc..) qui interférent lors de l'étape de seuillage et
doivent étre filtrés.
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5/-11/2016 pressure | mag ®
2:36:19PM | 5. 00 kv | 80Pa 150 x | 10, 0 mm LFD 847 pm
Figure 83 : Lepidotes JRE.2008. Ecaille brisée a son bord postérieur. Observation au MEB de

l'ornementation des microtubercules a la surface de l'écaille (a droite), mais aussi sur une strate interne de
ganoine a lissue de sa délamination (au centre.de l'image), prés du bord brisé.
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5/11/2016 pressure
2:45:19 PM 80 Pa 7.4 mm | LFD | 508 ym

Figure 84 : Lepidotes JRE.2008. Zone de ganoine localement dégradée (de couleur blanche et de nature
friable). Phénoméne de délamination entre chaque strate. Le relief des microtubercules est encore visible au
niveau des différentes strates, bien que la ganoine soit ici trés dégradée.

#

Figure 85 : Comparaison du phénomeéne d’auto-organisation généré par une réaction chimique du nom de
CIMA (image de gauche extraite du livre « Shapes »(Ball, 2009)) et de 'ornementation des microtubercules
observés en microscopie optique par contraste de phase sur le spécimen JRE.2008 (image de droite). Les

motifs hexagonaux (bleus) sont trés majoritaires par rapport aux motifs pentagonaux (rouge) et
heptagonaux (verts).
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Figure 86 : Simulations réalisées par H. Meinhardt en 2010 du motif de points observé sur les images de
microscopie optique par contraste de phase des peels selon un modéle théorique d’activation-inhibition ou
bien un modéle d’activation et de déplétion du substrat (communication personnelle).
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Figure 87 : Test de normalité et diagrammes Q-Q plot : les mesures des grands diamétres des populations
de microtubercules d’Atractosteus spatula (Atrac Z1) ou de Polypterus senegalus (Pol Z2) selon les
différentes zones observées (Z1, Z2, etc.) ne suivent pas une loi normale.
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Figure 88 : Box plots associés aux mesures des grands diamétres des microtubercules pour différentes
régions (Z1, Z2,..) des espéces suivantes : L. lennieri (Len 83 Zi), sémionotiforme indéterminé JRE.2008
(RPE Zi), Atractosteus spatula (Atrac Zi), Polypterus senegalus (Pol Zi) et +Thaiichthys buddhabutrensis
(Buddha i).
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TABLEAUX

Longueur (mm) Largeur (mm) Epaisseur
(mm)

Extrascapulaire droit 50 30 9
Extrascapulaire gauche 56 32 9
Dermoptérotique droit 55 27 8
Dermoptérotique 55 26 9
gauche

Pariétal droit 53 33 9
Frontal droit ? 47 8
Opercule droit 127 60 (35 au bord sup.) 5
Opercule gauche 127 60 (34 au bord sup.) 5
Prémaxillaire droit 101 28

Tableau 1 : Dimensions en mm des principaux ossements.

Nomenclature Définition associée

can.W ascending vascular canal of Williamson reaching the dentine layer
can.W' vascular canal of Williamson not reaching the dentine layer
can. W" non-vascular canal of Williamson not reaching the dentine layer

arch-like canal connecting the ascending canals of Williamson immediately

can

underneath the dentine layer ie. neck-canal of Williamson

" canal of Williamson, probably non vascular, descending into the basal bone tissue

can. W'y

from the superficial face of the scales

vascular canal of Williamson, descending into the scales from the sides of the
can. Wy ornamental ridges

and reaching the dentine zones of growth in the basal part of these ridges
can.Wy basal canal of Williamson
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can.W, neck canal of Williamson
non-vascular canal of Williamson in a secondary osteon radiating from the axial
can.W, vascular canal

Tableau 2 : Définitions d’'@rvig correspondant aux différents canaux de Williamson

Hypotheses sur la nature des canaliculi de Williamson de type II et la présence de

dentine
Canaliculus de Tubule de Canal Présence de

Williamson dentine Vasculaire dentine

Auteurs
(Non (Selon Arvig)

vasculaire)
Williamson, OUI NON NON OUI
1049
Goodrich, 1907 Oul NON NON NON
Drvig, 1951 NON NON OUI OUI
Schultze, 1966 NON (?) NON OUI (?) Oul
Thomson &
McCune, 184b NON OUul NON OUI

Tableau 3 : Hypothéses sur la nature des canaliculi vasculaires de Williamson selon différents auteurs.

Tilt (°) Segment 1 Segment 2 Segment 3
0° 41,5 um 55,4 um 58,3 um
5° 39,9 (-4%) 55,1 (-0,5%) 57,9 (-0,7%)
10° 38,6 (-7%) 55,1 (-0,5%) 57,4 (-1,5%)
15° 37,2 (-11%) 55,0 (-0,7%) 56,8 (-2,6%)
20° 35,7 (-14%) 55,2 (-0,4%) 56,3 (-3,4%)

Tableau 4 : Variation des dimensions selon 'angle de Tilt pour les trois segments du triangle de la Figure

70.
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Polypterus senegalus MNHN 2004-0185

ZEISS CEMIM CEMIM
circ>0,85 | circ>0,85
CEMIM
Zonel | Zone?2 Zone 3 Zone 4 Zone 5
pas filtre V.
Nbr. mesures 384 467 411 464 379 783 779 774
Aire (um?)
Moyenne 4,0 3,4 3,4 3,6 3,8 4,0 4,3 4,5
Ecart-type 1,1 0,7 0,7 0,8 0,9 1,0 1,0 1,0
Diametre grand
axe (um)
Moyenne 2,4 2,2 2,3 2,3 2,4 2,4 2,5 2,6
Eca rt-type 0,4 0,3 0,3 0,3 0,3 0,4 0,3 0,3
Diamétre petit
axe (um)
Moyenne 2,0 1,9 1,9 2,0 2,0 2,1 2,2 2,2
Ecart-type 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Distance entre
voisins (um)
Moyenne 8,6 8,0 8,2 7,9 8,7 7,4 7,5
Ecart-type 1,0 0,7 0,8 0,9 0,9 1,4 1,3

Tableau 5 : Polypterus senegalus MNHN 2004-0184. Mesure des aires, des diamétres des microtubercules,
et des distances entre voisins, selon le protocole de mesure finalisé. Cinq zones différentes d’'un méme peel
ont été observées et mesurées selon les mémes conditions sur un microscope Zeiss (Zone1a 5). Le
microscope (CEMIM) posséde un dispositif de correction du halo lumineux observé en mode contraste de
phase. Les trois derniéres mesures montrent l'influence du protocole de traitement : elles proviennent du
traitement d’'une méme image.
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Atractosteus Spatula ref. E6-Tu 383 (L23)

ZEISS
CEMIM
Zone 1l Zone 2 Zone 3 Zone 4 Zone 5
Nbr. mesures 345 479 565 378 461 509
Aire (um?)
Moyenne 10,2 7,8 7,0 9,7 11,0 13,6
Ecart-type 3,9 2,9 2,7 3,9 4,0 4,2
Diamétre grand axe (um)
Moyenne 4,1 3,6 3,3 4,0 4,2 4,5
Ecart-type 0,9 0,7 0,7 1,0 0,9 0,7
Diamétre petit axe (um)
Moyenne 3,1 2,7 2,6 3,0 3,2 3,7
Ecart-type 0,6 0,5 0,5 0,6 0,6 0,6
Distance entre voisins (um)
Moyenne 8,4 7,7 7,2 8,5 7,8 7,7
Ecart-type 1,6 0,9 0,8 1,1 1,0 1,1

Tableau 6 : Atractosteus spatula. Mesure des dimensions des microtubercules selon le protocole finalisé.
Toutes les mesures ont été faites sur le méme peel, a différents endroits (zones 1 a 5). Deux microscopes
avec (CEMIM) et sans (Zeiss) correction du « halo » provenant du contraste de phase ont été utilisés.
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JRE.2008 - ZEISS Macrosemimimus Lenieri MHNH 7267 -ZEISS
IM 8283 IM 8283 IM 8284 IM 8284 IM 8284
Z1(36ms) | Z1(43ms) | Z2(36ms) | Z3(36ms)
Z1(36ms) | Z1(43ms) | Z1(33ms) | Z1(42ms) 72 38
Nbre mesures 358 360 352 436 317 317 182 195 202
Aire ( umz)
Moyenne 9,3 9,7 8,4 7,1 9,7 10,0 9,0 9,2 9,0
écart-type 3,4 4,1 3,0 2,4 4,2 4,2 4,2 4,5 3,4
Diameétre grand axe (um)
Moyenne 3,9 4,0 3,9 3,4 4,1 4,2 3,9 4,0 3,9
écart-type 0,8 1,0 0,8 0,7 1,0 1,0 1,0 1,2 0,8
Diamétre petit axe (um)
Moyenne 2,9 3,0 2,7 2,6 2,9 3,0 2,8 2,8 2,8
écart type 0,5 0,5 0,5 0,4 0,7 0,7 0,6 0,6 0,6
Distance entre voisins (um)
Moyenne 8,6 8,6 8,7 7,7 9,0 9,3 10,1 10,2 10,1
écart type 1,2 1,2 1,1 1,3 1,8 1,6 2,2 1,8 2,1

Tableau 77 : Mesures de l'ornementation des microtubercules chez JRE.2008 et MHNH 7267 réalisées sur le
microscope Zeiss. Les références Z1, Z2, Z3 correspondent a différentes zones d’observation sur un méme
peel ; les chiffres entre parenthése indiquent le temps de I'exposition lors de l'acquisition des images.

Im8283 et Im8284 font références a deux écailles différentes pour Macrosemimimus lenieri.

Test d'égalité des espérances:
deux observations de variances égales
JRE2008 |MHNH 7267
Moyenne 3,82 4,04
Variance 0,08 0,01
Observations 4,00 5,00
Variance pondérée 0,04
Différence hypothétique des moyennes| 0,00
Degré de liberté 7,00
Statistique t -1,58
P(T<=t) unilatéral 0,08
Valeur critique de t (unilatéral) 1,89
P(T<=t) bilatéral 0,16
Valeur critique de t (bilatéral) 2,36

Tableau de données

pour le test statitistique :

Diameétre major
Valeur moyenne

JRE2008 MHNH 7267

Observation n°1 3,9 4,1
Observation n°2 4,0 4,2
Observation n°3 3,9 3,9
Observation n°4 3,4 4,0
Observation n°5 3,9
Moyenne (Valeur moyenne) 3,8 4,0
Ecart-type (Valeur moyenne) 0,3 0,1
F-test: 0, 104 > 0,05

Tableau 8 : Test statistique réalisé sur les moyennes des moyennes des diamétres (grand axe) du Tableau 7.
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Lepidotes Buddhabutrensis n°265
ZEISS
Peel n°2* Peel n°4 Peeln°5 | Peeln®7* | Peeln°8
Nbre mesures 373 474 341 362 373
. 2
Aire (um°?)
Moyenne 3,8 4,2 4,5 4,9 3,3
écart-type 0,9 0,9 1,2 1,7 0,7
Diametre grand axe (um)
Moyenne 2,5 2,6 2,6 2,3 2,4
écart-type 0,4 0,4 0,4 0,3 0,3
Diameétre petit axe (um)
Moyenne 1,9 2,0 2,1 1,8 2,0
écart type 0,3 0,2 0,3 0,2 0,2
Distance entre voisins (pum)
Moyenne 7,6 7,3 8,3 8,0 8,3
écart type 1,8 1,0 1,8 1,5 1,1

Tableau g : Mesures de l'ornementation des microtubercules chez Lepidotes buddhabutrensis réalisées sur
le microscope Zeiss. Cing Peels réalisées a différents endroits ont été réalisés et analysés selon notre
protocole finalisé. * Les Peels n°z et 7 présentent des défauts topographiques et le nombre de mesures est

réduit sur ces derniers.

Lep. Budha.
Mesure n°1 2,5
Mesure n°2 2,6
Mesure n°3 2,6
Mesure n°4 2,3
Mesure n°5 2,4

Moyennes
diamétres (major)

Pol. Sen.
2,4
2,2
2,3
2,3
2,4

Test d'égalité des espérances: deux observations de variances égales

Lep. Budha. Pol. Sen.
Moyenne 2,48176063 2,32
Variance 0,02017983 0,007
Observations 5 5
Variance pondérée 0,01358992
Différence hypothétique des mc 0
Degré de liberté 8
Statistique t 2,19398896
P(T<=t) unilatéral 0,02977473

Valeur critique de t (unilatéral) =~ 1,85954804
P(T<=t) bilatéral
Valeur critique de t (bilatéral) 2,30600414

0,05954947

F-test

0,32964273

P-value =0,06> 0,05 Hyp nulle vérifiée .

Tableau 10 : Comparaison des ornementations de Thaiichthys buddhabutrensis et Polypterus senegalus.
Test statistique bilatéral réalisé sur les moyennes des moyennes des grands diamétres (observations issues

des Tableau 5 et Tableau

9)
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ANNEXES

Macro-programmes réalisés :
Macro-programme pour déterminer les cellules de Voronoi associées a chaque
microtubercule.
im=getImagelD()
selectimage(im)
run("Median...", "radius=2");
run("Subtract Background...", "rolling=50");
run("Enhance Contrast", "saturated=0.35");
run("8-bit");
run("Find Maxima...", "noise=32 output=[Single Points] ");
maxim=getImagelD();
selectlmage(maxim);
run("Voronoi");
setThreshold(o, o0);
run("Convert to Mask");

nm.on

run("Set Measurements...", "area min center perimeter shape limit
redirect=image16bits decimal=3");

mon

run("Analyze Particles...", "size=o-Infinity circularity=0.00-1.00 show=Nothing display
exclude clear add");

Macro-programme pour seuiller individuellement chaque microtubercule.
run("Median...", "radius=2");

run("Subtract Background...", "rolling=50");

w= getWidth() ; h = getHeight();

for(i=o;i<roiManager("count");i++){

roiManager("Select",i);

getSelectionBounds(xmin, ymin, selwidth, selheight);
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getRawStatistics(nPixels,mean, min,max);
seuil=(((max-min)/3)+min);
for(x=xmin;x<=(xmin+selwidth);x++){
for(y=ymin;y<=(ymin+selheight);y++){
if (selectionContains(x,y)) {
pix=getPixel(x,y);
if(pix<seuil) setPixel(x,y,0);
else setPixel (x,y,60000);
P
setThreshold(o, 59999);

run("Convert to Mask");

Macro-programme pour définir les plus proches voisins et distances entre
microtubercules.

print("\\Clear");
run("RGB Color");
setColor(255,0,0);
TabDistMin=newArray(nResults);
TabBest=newArray(nResults);
for(j=0;j<nResults;j++)
{
xj=getResult("X"}j);
yj=getResult("Y",));
areaj=getResult("Area" j);
distMin=getWidth()+getHeight();
for(i=o;i<nResults;i++)
{
xi=getResult("X",i);
yi=getResult("Y",i);
dx=xi-xj;
dy=yi-yj;
distance = sqrt(dx*dx + dy*dy);
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if((distance<distMin)&&(i!=j))
{
distMin=distance;
bestPart=i;
1}
TabDistMin[j] =distMin;
TabBest[j]=bestPart;
areabestPart=getResult("Area", bestPart);
xbest=getResult("X",bestPart);
ybest=getResult("Y",bestPart);
circj = getResult( "Circ.", j );
circbestPart = getResult( "Circ.", bestPart);
if(circj>0.5 && circbestPart>0.5)

print("j:",j+1,"bestpartj:",bestPart+1,"areaj:",areaj,"areabestPart:",areabestPart,"dis
tMinj:",distMin);

//drawLine(xj,yj,xbest,ybest);
}
Array.getStatistics(TabDistMin,minDist,maxDist,meanDist,stdDevDist);
for(i=o;i<nResults;i++)
{
circ = getResult( "Circ.", 1 );
if(circ>0.5)
{
if(TabDistMin[i]<meanDist-stdDevDist/2)
setColor(255,0,0);
else {
if(TabDistMin[i]<meanDist)
setColor(255,128,0);
else {
if(TabDistMin[i]<meanDist+stdDevDist/2)

setColor(0,0,255);
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else

setColor(0,128,255);

1
xi=getResult("X",i);
yi=getResult("Y",i);
best=TabBest[i];
xbest=getResult("X", best);
ybest=getResult("Y", best);
circbest = getResult( "Circ.", best );
if(circbest>0.5)
drawLine(xi,yi,xbest,ybest);

1}
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Lors de fouilles, si I'’exhumation d’un poisson complet
ou sub-complet reste un événement rare, la découverte
d’écailles fossiles isolées est beaucoup plus commune. Cer-
taines écailles rhomboides, épaisses, osseuses, recouvertes
d’un émail multistratifié, sont particuliérement bien conser-
vées. Il s’agit des écailles ganoides (du Gr. Ganos, brillant).
Actuellement présentes chez seulement deux groupes de
poissons, les Iépisostées et les polypteres, elles sont fréquen-
tes dans le registre fossile. De nombreux auteurs ont essayé
de rapporter les écailles ganoides isolées a une famille, a un
genre, voire a une espéce de poisson fossile, sur des critéres
purement morphométriques. Beaucoup de ces attributions
restent hasardeuses (Meunier et al., RIF 2012). Ces écailles
présentent a leur surface une orementation microscopique
constituée d’une multitude de petits tubercules aux formes
arrondies. Cette ornementation, observée au microscope
électronique a balayage (MEB), a été signalée par Schultze
(Schultze, 1977) chez une espéce fossile, Dapedium sp.
D’aprés Gayet et Meunier (1986), qui ont observé au MEB
les variations de 1’ornementation nricroscopique sur des
écailles de plusieurs especes actuelles et fossiles, la mesure
des distances entre tubercules et la mesure des diametres
permettraient une attribution générique voire spécifique. La
méthode qu’ils ont mise au point reste cependant peu em-
ployée. Peu de spécimens fossiles types issus des collections
ont été étudiés pour éviter de les endommager de maniére
irréversible en prélevant une écaille sur des échantillons
parfois fragiles. Enfin, le traitement statistique des données
reste a ce jour incomplet. En conséquence, plusieurs ques-
tions sont encore a préciser : quels sont les liens entre 1’or-
nementation microscopique des tubercules et la position de
I’écaille sur le corps du poisson ? Quel est I’impact relatif
des différences inter-individus (sexe, dge) et des différen-
ces inter-spécifiques sur les variations observées ? L'orne-
mentation est-elle affectée par les processus biologiques et
écologiques du poisson (cycles saisonniers, reproduction,

maladie, phénomeénes migratoires) 7 Enfin quel peut étre
I'impact de la fonction supposée de ces tubercules (contri-
bution a I’accroche de 1'épiderme sur I’écaille et/ou fonc-
tion hydrodynamique) sur leur distribution et leur forme ?
Au vu de ces interrogations, la question reste encore ouverte
de savoir si les variations observées sont bien exploitables
en systématique dans le registre fossile. Notre objectif est
de revisiter la méthodologie précédemment employée et de
compléter les résultats obtenus. Nous proposons une nou-
velle méthode d’étude de I'ornementation des tubercules,
basée sur I'utilisation de répliques de surface (“peels”) en
acétate de cellulose puis leur examen en microscopie opti-
que par contraste de phase. L'utilisation de “peels” permet
de générer plus facilement une base de données conséquente
de patrons de tubercules. Nous finalisons 1’élaboration d’un
protocole semi-automatique de traitement numérique des
images pour pouvoir analyser rapidement un grand nombre
de tubercules et disposer d’un échantillonnage représenta-
tif, et poursuivons I’exploitation statistique de nos données.
Les premiers résultats obtenus sur un échantillon de pois-
sons actuels et fossiles issus des collections du MNHN, sont
d’ores et déja informatifs et prometteurs. Nous présentons
des données sur les variations de I’omementation du patron
de tubercules ainsi que nos premieres considérations vis-a-
vis des questions posées.
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Abstract. — In 1963, N. Tabaste described disconnected fossil material from the Saharan Cenomanian site of
Gara Tabroumit, and especially three sets of isolated scales that she all referred to the genus Lepidotes, Although
the thomboid shape and overall morphology of one set of scales allow regarding them as ganoid scales, the
external aspect of the gancine 1s not as regularly smooth gnd shiny as it is in most lepidostecid scales common-
ly referred to ginglymodian (“semionotiform™) fishes. A photonic microscopic study of scale ground sections
definitively excludes the allocation of these scales to the genus Lepidores, or to closely related genera, because
of an mtervupted ganome layer, and., inore generally to guglymodians: 1) the bony basal plate s deproived of Wil
hamson’'s canalicul, which characterized holostean scales; i) the basal plate 15 well vasculansed and overlad
by athick layer of demtine: 117) there 15 an elasmodine layver between dentine and the basal plate. These vanous
histomorphologic characters allow us to consider these nudged scales as belonging to a pelypteniform fish, prob-
ably Bawirins. The histological specificitics of the two other scale series allow their allocation to holostean taxa,
respectively to “Lepudoves” pankowskii and to Qbaichitys africanus. A new generic name , Adrianaichihys, is
coined for “Lepidotes ™ pankowskii,

Résumé. — Histologie des écailles ganoides du site des Kem Kem, SE du Maroc (base du Crétacé supérieur)
implications systématiques et évolutives.

En 1963, N. Tabaste a décrit. dans le site Cénomanien Saharien de Gara Tabroumit, du matériel fossile décon-
necté, et tout particulierement trois séries d’écailles isclées qu’elle a toutes attribuées au genre Lepidotes. Tou-
tefois, nous avons ét€ imtrigués par I"aspect de la ganoine i la surface de certaines écailles. Effectivement, si leur
forme thombolide et leur ¢ paisseur, associées & un faibie recouvrement, permet de les rmger panni les écailles
ganoides elles n"ont pas une surface lisse régulidre de ganotne comme cela est décrit pour les écailles 1épidos-
ténides des poissons ginglvmodes ("semionotiformes™. L'etude microscopique de ces écailles. fondée sur des
lames minces, permet de rejeter définitivement leur aribution au genre Lepidotes, et d une fagon plus géné-
rale leur appartenance & un ginglymode. Effectivement ) la plaque basale osseuse est dépourvue de canalicules
de Williamson, stroctures qui caractérisent les holostéens . i) elle est abondamment vascularisée et reconverte
d’une épaisse couche de dentine ; iif) une couche d’élasmodine est localisée entre la dentine et la plaque basale.
Ces diftérentes caracieristiques histomorphologiques permettent de considérer ces €cailles & ganoine irréguliére
comme appartenant a un Polypteriforme, probablement du genre Bawirius. En revanche, les caracténstiques his-
tologiques des deux autres séries d'écailles sont compatibles avec celles des €cailles des holostéens, respective-
ment " Lepidotes”™ pankowskii et Obaichthys africanus. Un nouveau nom de genre, Adrianaichihys, est donné a
“Lepidotes™ pankowstii.

Numerous tossiliterous beds yield vnconnected ele-
ments, which are too incomplete to be referred to specihc
taxa on the basis of morphological charscternistics only.
Nevertheless. paleohistological techniques often allow tax-
onomical attributions at the order or family levels, at least.
For example the first Mesozoic African polypterids were
charactenzed owing to paleohistological studies of isolated
scales (Gayet er al., 1988; Smith er al., 20061, as well as the

first Mesosowe South Amencan Polyptentormes (Gayet and
Meumer, 1991, 1992, Meumer and Gayet, 1896, 1998, Dutra
and Malabarba, 2001).

In Africa, several early Late Cretaceous formations are
known for their rich fossil ichthyofaunas. The Mesozoic
outcrops of the Kem Kem Beds in Morocco have yielded
well preserved specimens (Dutheil, 1996, 1999a, b; Cavin
and Brito, 2001; Filleul and Dutheil, 20401, 2004; Cavin
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and Forey, 2004, 2008; Forey and Cavin, 2007; Forey ef
al.,2011), as well as the Bahariya locality in Egypt (Weiler,
1935, Stromer, 1936: Schaal, 1984 Grandstaff et al., 2012)
and loealities in Niger and northern Sudan (Werner, 1993),
among others. In addition, North African localities also
delivered a fossil fish record composed of numerous isolated
bones, in particular vertebrae, scales and teeth (Weiler, 1935;
Stromer, 1936; Casier, 1961; Schaal, 1984, Werner, 1993,
Le Loeuft er al., 2010: Benyoucef ef al., 2015). The Kem
Kem Beds (Morocco) have yielded numerous disconnect-
ed material such as teeth, scales and isolated fragments of
skull (Khallowfi ef al., in prass). N. Tabaste {1963) described
from the Saharan Cenomanian site of Gara Tabroumit, dis-
connected fossil material, especially isolated scales. She
referred three sets of scales to the genus Legedotes, family
Semionotidae, and a fourth set to Stromerchthvs, the latter
being now referred to Obaichthys (Grande, 2010).

The external morphology of ganoid scales show homo-
plasic characters, such as a rhombic shape, a regular ganoine
surface, a peg and socket articulation (Schultze, 1977; Jan-
vier, 1996; among others). These characters are shared by
different clades. and consequently the taxonomic attribution
of isolated ganoid scales can be erroneous when only based
on morpholegical features. However, taxonemic assignment
can be improved with morphological specific features, such
as the micretubercles at the surface of the ganoine (Gayet
and Meunier, 1986; Gayet er al., 1988; Meuner and Gayet,
1996} and/or with accurate histological data | Schultze, 1966,
1968, 1977; Meunier and Brito, 2004). Among the three dif-
ferent scale morphologies referred to “Lepidotes” by Tabas-
te (1963), we were intrigued by one of them. in which the
external morphology was incompatible with that of a gingly-
modian taxon. Although the rhombeoid shape of these scales,
their thickness and the thin layer of ganoine allow to attribute
them to the ganoid type, their surface is not regularly smooth
and shiny as described in the lepidosteoid scales of gingly-
modian fishes (Goodiich, 1907, Schultze, 1877, St eral.,
200073, These peculiar scales show few shiny ndges overlay-
mg a matt surface. We had the opportunity to do a histomor-
phological study of the matenal analysed by Tabaste, togeth-
er with some new 1solated material comimg from the Kem
Kem beds i Morocco. Here, we provide the descriptions of
these various 1solated scales, which constitute a complement
to the recent systematic revision to the bony fish assemblage
from the Cenomanian of the Kem Kem beds in Morocco
(Cavin eral., 2015).

MATERIALAND METHODS
Material studied

MNHN-HGN 93, MRS 45, MRS 52 - Material studied
by N. Tabaste { 1963) and collected by Lavocat from Gara
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Tabroumit (see Tabaste, 1963). At least 3 to 4 scales from
each type.

MNHN-Histos 1959-1989. — Material from the Cenoma-
niun Kem Kem beds, collected by one of us (DD private col
lection). Ground sections registered in the National Museum
of Natural History of Paris.

Methods

Ground sections. — The scales were embedded in stratyl
resin (Chronolite 2060). Transverse and longitudinal sec-
tions were performed with a sawing machine: the sections
were ground and polished to obtain adequare thickness for a
microscopical observation (50-80 pm). They were observed
with a mucroscope “Axiovert™ in transmitted natural light
andd polunzed light.

Peel observations. — Replica of the scale surfaces (peels)
were done with cellulose acetate lilms. Peels were examined
by phase contrast microscopy and a quantitative study of the
dimensions of the microtubercules (when present onto the
ganoine surface) was done with “Image J” software (Eus-
tache et af.. unpubl. data).

SEM observations. — Scale surfaces were coated with a
gold layer (20 nm thick) and examined in secondary elec-
tron imaging mode, with the scanning electron microscope
“TESCAN VEGAII LSU” operating at 15 kV.

SYSTEMATIC PALAEONTOLOGY

Holostei Muller, 1844 (sensu Grande, 20100

Ginglymodi Cope, 1872 (sensu Grande, 2010}
LEPISOSTEIFORMES Hay, 1929 {sensu Lipez-Arbarello,
2012)

Adrianaichihys gen. nov.

Type species. — Adrianaichthys pankowsku (Forey,
Lépez-Arbarello & Macleod. 2011)

Diagmeses. — As for the type and only known species, see
Forey et al. (2011).

Etymoiogy. — In honour of Adriana Lopez-Arbarello,
palacoichthvologist at the Bayerische Staatssammlung fiir
Paliontologie und Geologie, Miinchen. who undertook the
difficult task to untangle the phylogeny and systematics of
ginglymodian fish, and “ichthys” (fish in Greek).

Remariks. — In their original description of “Lepidotes”
pankewskil, Forey et al. (2011) pointed out the heterogene-
ous status of the genus “Lepidotes™, which was at that time
in urgent need of revision. Lopez-Arbarello (2012),in a
revision of several ginglymodian taxa. did not include this
species in her phylogenetic analysis, but suggested that “L.”
pankewskit 1s most probably a lepisosteiform incertae genus.

Cvilrinem 20016, 4042)
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In subsequent articles dealing with this species, the genus
Lepidotes was generally quoted between mverted comma
{Bermidez-Rochas and Poyato-Ariza, 2015; Benvoucef
etal., 2015 or preceded by a question mark (Cavin et al.,
2015). In order to clarify this situation, a new genus name
is coined. Among other characters, Adrianaichthys gen. nov.
differs from Lepidotes as defined by Lopez- Arbarello (2012)
by its first anterior infraorbital bone not deeper than the more
posterior anterior infraorbitals, three pairs of extrascapu-
lars (versus cne) and eight suborbitals, four of which lying
in front of the orbit. According to Lopez-Arbarello (2012),
Adrianaichifivs pankowski shows characters of Lepisostei-
formes, such as scales withrostro-caudal articulation through
anterior dorsal and ventral processes, co-ossified vomers,
three or more pairs of extrascapulars, closed circumorbital
bone ring, and large supraorbital bone longest ventrally, con-
tac lmb more than one mfrdurbll.al bone. We mu]udc hcrc Al

the species.

RESULTS

Morphology

All studred scales have a rhomboidal shape; they are
thick with a small cover of enamel (Fig. 1). The whole sam-
ple of scales can be divided in four types according to their
ornamentation.

Type 1. The first series regroups thick and large rhombaoid
scales with a regular ganoine laver on the surface; the latter
looks altered probably because of erosion (Fig. 1A, B). Some
scales with a sagittal symmetry had a medio-dorsal locali-
sation on the back of the fish. Some other scales have two
antenor processes, which protrude from the anteroventral
and anterodorsal corners. These two anterior processes have
been observed in the scales of many specimens assigned to
“Lepidotes” and closely related genera (Cavin er ol | 2009

Figure 1.

8
@
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Lopez-Arbarello, 2012). Such scales with a regular ganoine
cover are common in the Kem Kem beds and were referred
to Adrianaschthys pankowskii (Cavin et ol |, 2015). However,
the worn surface of the ganoine layer of these scales pre-
vented the observation of possible thin microreliefs.

Type 11. The scales of this type have a shiny surface with
antero-posterior ridges (Figs 1C-E). the median one being
frequently more pronounced with a posterior sharp extremi-
ty (Fig. 1D). These scales, which were previously referred to
Stromerichrhvy (Weiler, 1935; Casier, 1961 Tabaste, 1963;
Jonet, 1971 Torices eral., 2012; Vullo er al., 2009), belong
to Obaichthvs africanus (Grande, 2010; Cavin et al., 2015).
SEM examinations of the ganoine ridges have revealed
microtubercles (not illustrated). Peels studies indicate that
these microtubercles are large and closely packed, as in Lep-
isosteus scales (Gayet and Meunier, 1986).

Types 1L and IV. Two series ol scales share an irregu-
tar surfuce of ganoine (Fig, 1F-1). The first series is consti-
tuted by 10-20 mm-broad scales showing either irregular
patches (Fig. 1F) or more or less parallel a:nd ramified ridges
{Fig. 1H) of ganoine. The second series regroups scales that
are less than 10 mm in length and bear a ganoine cover made
of parallel shiny ridges (Fig. 1G-1). In these two series, the
scale surface looks matt between the ridges or the patches of
ganoine (Fig. 1F-1). We refer these scales to “paleoniscid”
fish, possibly a polypteriform such as Bawitins, We do not
consider Bawrtiny as a Polyptendae because of the merrupt-
ed ganoine layer (see Dicussion).

SEM examinations of the palaconiscoid scale surface
(Fig. 2A) have revealed various, minute ornamentations,
but we have not observed microtubercles on the whole sur-
face of ganoine (Fig. 2B, C). They have been either worn
out by erosion or, more likely, originally missing, except in
the rim of some ganoine patches (Fig. 2D} (see Discussion);
here and there the ganoine of the ridged palaconiscoid scales
showed microreliefs, either microtubercles and/or thin elon-
gated hollows (Fig. 2D, E). The scales with irregular ganoine

S
=

F

Isolated scales of the Kem Kem beds. A, C-H. Scales studied by Tabaste (1963). A Adrianarchthys sp. (hiz. 9. PIX). B Adria

machys spseale sampled by one of us DD C-E: Obaichhvs spo(higs 6,7, % FLXD, FH Baowinns sp. (figs 4,5, PLX]D), G, I8 Palaco-

nisciformes (fgs ©,

Cvbwam 2000, 452)

2,P1 XI1). Scale bars: A, B, F-1=1¢m; C-E =5 mm.
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Figure 2. - Scales of Bawitius (SEM). Upper surface. A: A ridged scale. The circles and the arrowheads localize respectively the areas of
the observation of ganoine microreliefs and vascular apertures; B: Detail of the posterior extremity of @ ganoine ridge. The contact between
the ganoine and the dentine looks regular. Vascular apertures on the ganoine surface are visible (armowheads): C: Detail of a ganoine ridge
showing its contact with dentine (black arrowheads). The white arrowheads and arrows point to holes indicating vascular canal apertures
respectively at the surface of ganoine and at the surface of dentine; D Detail of ganoine near the dentine layer showing some microtuber-
cles on the right and elongate hollows on the left: E: Detail of ganoine at the surface of a ridge showing the thin elongate hollows. (d = den-
tine; g = gancine ). Scale bars: A =500 pm: B =25 ym: C= 100 pum: D E= 10 pgm.

layer show numerous apertures at their surface (Fig. 2B,C)  Histology
in contrast to tvpes T and 1. Type I, Adnanaichthys pankowskii (Fig. 3A-D)
These scales show only two layers (Fig. 3A): 1) a super-
ficial, pluristratified ganoine layer (Fig. 3B) that covers the

124 Cvbagm 2000, 4042 )
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whole surface of the scale. except
A its posterior margin, and 2) a thick
basal plate made of pseudolamel-
lar bone (Fig. 3A. B). The bone is
cellular and is ¢crossed by numer-
ous ascending canaliculi of Wil
liamson (Fig. 3B, C), 2.5-4.0 pm
in diameter; some of them are
dichotomized (Fig. 3D). This basal
plate is nearly avascular (Fig. 3A),
and contains numerous Sharpey’s
tibres (Fig. 3C) and growth marks
(Fig. 3B, C). Dentine has not been
observed between the ganoine layer
and ihe bony basal plaie.

Tvpe I, Obaichthys africanus
(Fig. 4A-H).

The surface of the scules shows
antero-posterior ridges (Figs 4A,
B), covered by an uninterrupted
layer of shiny zanoine, with the
median ridge being more project-
ed (Fig. 4A). Each ridge shows
an accumulation of superposed
ganoine strauta (Fig, 4C), Under
the ganoine is the dentine compo-
nent (Fig. 4C) but with individual-
ised concentrated units that sustain
the ridges. These dentine units are
organized around vascular canals
(Fig. 4G) that mav show loops
(Fig. 4F); several dentine units are
present under the well-developed
ridges (Fig. 4C}. In the groove
that separates two ndges, the den-
tine units are thinner or missing.
Under the dentine layer is a thick
bony basal plate made of primary
cellular bone with scarce vascular
canals that are mostly restricted to
the dentine units area (Fig. 4B, C).
Reversely, the basal plate is crossed
by numerous ascending canaliculi
of Williamson (Fig. 4C_ H), 2.5
Figure 3. - Scales of Adrianaichthys pankowski (MNHN-Histos 1959). A: Cross section of a 52 #m in diameter; some of them
scale (transmitted natural light) showing two superimposed layers: pluristratified ganoine  cross the ganoire strata (Fig. 4D).
(black arrow). and basal plate (bp’ constituted of an avascular bony tissue. Dentine is lacking:  Canaliculi of Williamson are fre-
B-I»: Cross sections of scales (transmitted natural light); B: Detail of pluristratified ganoine . . -
{g). In the underlving bony basal plate (bp) one can see canalicali of Williamson (ew) and a quently dichotemized (Fig. 4H).
growth mark (gm); C: Detail of the bony basal plate showing numerous Sharpey's fibres and ~ Obvious growth marks (Fig. 4C)
two canaliculi of Williamson (arrow) and a growth mark (gm): D: Detail of the bony basal indicate ecological seasonality.

plate showing a dichotomy on & canaliculus of Williarmson (arrowhead). Scale bars: A = | mm; The vanoine laver shows L
B = 100 am: C =30 gm; D = 20 gm). © ganoime lyer sNOws rare (rac

es of resorption of unknown ori-

Cybitam 2016, 4% 2) 125
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Figure 4. - Scales of Obaichthys africanes (MRS 451 A-B: Cross section of two scales (transmitted natural light), showing the three super-
imposed layers: pluristratified ganoime (g), dentine (d) and bony basal plate (bpi; A: MNHN-Histos 1960 The arrowheads point to five
ridges of ganome. The basal plate (bp) s avascular; B: MNHN-Histos 1963, The arrowheads point to three ridges of ganoine. A vascular
canal (ve) crosses the whole scale; C-H: Cross sections of scales (transmiatted natural light); C: MNHN-Histos 1960, Detal of A showing
the two median ndges (arrowheads) constituted of plunistratified ganoine (g), each one above a dentine unit (d). The two ridges lie on an
avascular bony basal plate crossed by numerous canaliculi of Williamson. Two sections of vascular canals just below the right dentine unit
are visible (amrows). Notice the growth marks (gm} in the basal plate (bp); D: MNHN-Histos 1964, Detail of the ganoine layer (g) show-
ing two odontede bases (arrows) and a resorbed area (asterisk) charactenized by its iregular alveolate walls. Two minor remodelling arcas
(arrowheads) are seen in the ganoing laver; E: MNHN-Histos 1964, Detail of an edontode base (arrow) in the ganoine laver. One can also
show two canaliculi of Williamson crossing the ganoine strata (arrowheads); F: MNHN-Histos 1964 Detail of a dentine unit (d) organ-
1zed above a vascular loop coming from the basal plate (bp), with numerous odontoblastic canalicles (black asterisks). (g = ganoine). G:
MNHN-Histos 1964, Detail of a dentine bulk (d) subtending a ganoine ridge (g). The odontoblastic canalicles radiating from the vascular
ramification are visible. A canaliculus of Williamson (arrowhead), and some osteocytes in the bony basal plate (white asterisk) are vis-
ihle; H: MNHN-Histos 1963). Detail of the bony basal plate showing a dichotomized canaliculus of Williamson (arrow). Scale bars: A
B=1mm;C=250pm; D, F=100um: E= 100 gm).

Figure 5, - Scales of Bawirtius, A; Cross section of & large scale (MNHN-Histos 1973) showing three patches of ganoine (g), the only two
lateral ones being visible at the scale surface. Notwce the growth marks in the basal plate (arrows) and the ascending vascular canals (arrow-
heads). d. dertine. bp. basal plate, B: Transverse sewtion (MNHN Histos 1967, nateral tansontted light). Three superposed regions ¢an be
recogmised from the surface to the deep. ganome layer (anowheads), dentine layer (d) and a bony basal plate (bp), the anows pomt to wide
vasculan canals, C: MNHN Histos 1967, polansed hght. The plywood: like orgamsation (= clasmodme, white arrow?) between the dentine
layer (d) and the basal plate {bp) 15 visible, The basal plate 1s crossed by Sharpey’s libres (white astenisk). The square mdicates the localiza-
tion of H. g: ganome, I Cross secton (MNHN-Histos 1983, natural transontted hight) of a small scale showing a ganoine ndge (g), bor-
dered by the dentine layer (d) that shows numersus vascular canals (amowheads), E; Cross section of a simall scale (MNHN-Histos 1975)
The upper halt and the lower half of the section are respectively observed with polanzed Light and transmitted natural light. The regular
orgamzation of the lateral sides of the two stranhed ganome ndges show that patch orgamisation of ganome docs not result from a previ-
ous resorption. d: dentime: g- ganoine; F: Cross section of a small scale (MNHN-Histos 1979 natural transmtted hight). Detal of the thick
dentine layer. Numerous odontoblastic canaliculs (¥, vascular canals (ve), primary dentcones (dtI) and two secondary denteoncs (dtll) are
visible; G: Detail of the mner part of dentine layer (MNHN-Histos 1972) that shews alternative opaque and hghted snata {(black asterisk)
above a sceordary vascular cavity the bony wall of which is secondary bone (armmowhceads); H: Cross scetion (MNHN-Histos 1967, natural
transmitted Light), Detail showing a secondary demteone (OdII) in the dentine layer (d), and two secondary osteones (black arrowheads)
mn the basal plate (bp) where we can also see Sharpey’s fibres (white asterisks) and vascular canals (ve); I Detail (MNHN-Histos 1973)
of polarized osteocytes (arrows) on ¢ach side of # vascular canal (white astenisk), (scale bar = 50 gem). J: Detail (MNHN-Histos 1983)
showing an ascending vascular cangl (ve) that 15 surrounded by polanzed osteceytes (hlack arrowheads), Scale bars: A, B = 1 mm; C,
D =250 pm; E = 200 gm; F-J = 50 gm}
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zin, which are overlain by new ganoine deposits (Fig. 4D).
Sometimes the erosive process affected the whole thickness
of the ganoine layer and by places the underlying dentine
iFig. 4D). Odentodes are located within the ganoine. Their
apex has been eroded before the deposit of new ganoine stra-
ta (Fig. 4D, E).

Types I and iV Bawitius { Fig. 5A-J)

The large and small scales referred to the palazoniscoid
type are both formed of three main layers: 1) the surface of
the scale bears either ramified ganoine rows or ganoine piles
(Fig. 3A-C). In cach case, ganoine is pluristratified and bire-
fringent (Fig. 3B, C}. The lateral sides of each strata end as
a thin and sharp laver (Fig. 5E). As already neticed by Smith
et al. (2006), the ganoine surface is perfectly smooth and
deprived of microtubercles as described above. Such tuber-
cles are generally present in polypterid and lepidosteoid
scales (Gavet and Meunier, 1986; Meunier and Gavet, 1996;
Daget ef al., 2001). 2) A thick vascularized dentine layer
(Fig. 3B-D) crossed by numerous odontoblastic canalicles
(Fig. 5F) developing from the vascular canal walls consti-
tuting primary denteones (Figs 5F, H). Secondary denteones
(Figs 5G. H) resulting from & remodelling process of den-
tinous tissue are also present. On the scale surface, dentine
separates ganoine patches (Fig. 5A.C, E). In areas not over-
lain by ganoine. the odontoblastic canalicles of dentine start
from the scale surface. Some vascular canals emerge at the
scale surface. In the middle region of the dentine layer, regu-
larly arranged strata are visible as alternating light and dark
layers (Fig. 5C. G). 3) A thick basal plate made of cellular
pseudo-lamellar bone (Figs 3A-C. H) and showing many
ascending vascular canals (Figs 5A, B). some of which
are connected to the vascular network of the dentine layer.
These ascendurg canals of the basal plate are surrounded by
polarized osteccytes lacunae (Fig. 51, J). In the basal plate,
there are also numerous Sharpey’s nibres (Fig. 5C, H), which
represent ligaments fastening the scale to their neighbour-
ing ones and/or to the stratum compactum of the dermis. On
some sections (not shown), ebvious growth marks indicate
ecological seasonality. Canaliculi of Williamson are lacking.
Secondary vascular canals, the walls of which are consti-
tuted of secondary bone, are separated from the surrounding
primary bone by cementing lines (Fig. 5F, H).

DISCUSSION

Adrianaichthys pankowskii

Lepidorey was used as a wastebasket and non-mono-
phyletic genus zathering numerous species. The type-spe-
cles 18 L. gigas trom the Early Jurassic and the other species
referred on sound systematic reasons are also early Jurassic
in age (Lépez-Arbarello, 2012). During the last vears, some
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Late Jurassic species previously referred to Lepidotes have
been attributed to other genera (i.e. Lopez-Arbarello and
Sferco, 2011}, In the Early Cretaceous, most Lepidotes spe-
cies were also referred to other genera and most of them are
included in the Lepisosteiformes, a clade of ginglymodians
containing the extant gars (Cavin, 2010; Cavin er al., 2013;
Deesri ef al , 2014). Adrianaichrhvs pankowstii constitutes a
new occurrence of a lepisosteiform in the Cretaceous.

Obaichthys africanus

Dentine. — The organisation of the scales with three lay-
ers {(ganoine, dentine, bony basal plate) is typical of the pal-
aeoniscoid type as defined by Goodrich (19071, This author
also defined the lepidosteoid type on the basis of absence
of dentine, which is the situation present in all extant Lepi-
sosteidae. Although Obaichiivs africanus is clearly a lepi-
sosteiform on the basis of osteological characters, the thick
dentine layer in its scales does not fit with the definition
of the lepidosteonid type, which is normally present in this
group. Dentine has also been observed in the scales of South
American extinet obzichthyids (Britw er al.. 2000}, Never-
theless. in @. africanus, the dentine units are more devel-
oped than in the scales of O. decoratus and Dentilepisosteus
laevis (Brito et al ., 2000). On the basis of this feature, 0.
africanus appears more primitive than Q. decoratus and of
Dentilepisosrens laevis, which are, however, less derived
than the extant Lepisosteidae Lepisostens and Atractosteus,
which both possess typical lepidosteoid scales.

Odontodes i the ganoine layer.  The first descriptions
of lepidosteoid scales already mentioned the presence of
odontodes fixed on the external ganoine layer (Williamson,
1849 Nickerson, 1893). This observation was conlirmed on
the scales of Lepisostens oculatus (Sire, 1994). In aspido-
rhynchid scales. odontodes are also present on the ganoine
surface (Brito and Meunier, 2000) as well s in polypterid
scales (Hertwig, 1879; Géraudie, 1988), although in the lat-
ter they are often temporary. Our study shows that the scales
of Q. africanus had odontodes at their ganoine surface.
These superficial odontodes were partly resorbed before the
deposit of a new stratum of ganoine that covers their base.
Contrary to (. africanus, however, the scales of 0. deco-
ratus and Denrilepisosteus laevis do not show odontodes
imbedded within the ganoine (Brito et al., 2000).

Bawitius

Weiler (1933) attributed o Srromerichtinys 1solated max-
illae from Bahariya that Cavin et af. (2015) later referred o a
polypterid, possibly Bawitius Grandstaff er al., 2012 A frag-
ment of a maxalla sumilar in shape was also desceribed from
the Kem Kem beds in Morocco (Cavin er al ., 2015). Schaal
(1984) attributed an 1solated ectopterygoid from Bahariya
to Polypterus” bartheli and Grandstaff er o/, (2012) later
coined the genus Bawifins for this species. In Bahariya iso-
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lated scales similar to those described here were referred toa
polyptend (Stromer, 1925, 1936; Schaal, 1984; Grandstaff er
al , 2012) Inthe Kem Kem beds, Dutheil (1999a) recorded
the occurrence of polypterids represented by isolated pin-
nulae and he described a small species of polyptend, Ser-
enoichrhys kembemensis Dutheil, 1999b from a clay lens
called OT1 interpreted as a quiet lake or pool. Cavin ef al.
{20115) and Benyoucef ef af. {215 referred scaies similar
to those described here from the Kem Kem beds in Moroc-
co and from coeaval beds in the Bechar basin in Algeria,
respectively. to a polypterid, possibly Bawitius. Therefore,
the scales described here are referred to Bawirins Grandstaft
etal., 2012,

Contrary to the opinion of Smith er al. (2006), we do
not regard as secondary and resulting from a resorption of
a primary continuous ganoing layer, the interrupted surface
of ganoine in the scales referred here to Bawitius. This inter-
rupted arrangement of ganoine is mstead the standand and
original state in this genus. This interpretation rests on the
absence of resorption traces, which should have been present
either in the lateral sides of the ganome patches or in any
stratum at the surface of a pile. On the contrary, the scales of
Callipurbeckia tendaguruensis, for example, show typical
resorption lacupae (= Howship's lacunae) on their ganoine
surface (Arratia and Schultze, 1999 fig. 12). Moreover the
dentine that fringes the ganoine is also deprived of resorp-
tion traces that normally appear as discontinuities i the
structure (compare our Fig. 3E to the scales of Lepidotyle
in Meunier and Gayet. 1992, figs 9-12). Moreover, no scales
showing u regular continuous surface of ganome associated
with the characteristic histological organisation of a “palaeo-
nisciform™ fish have been found in the Kem Kem beds, an
observation that remnforces our hypothesis of an initial dis-
continuity rather than a resorption of the ganoine.

In the two palaeoniscoid-types of scales. we observed the
presence of a plywood-like orgamisation of collagen fibres,
The regular arrangement of these strata, located between the
dentine layer and the bony basal plate, has been recorded in
the scales of extant Polyptenformes (see Sire 1989, 199)),
as well as in fossil ones (Gavet and Meunier, 1991; Meu-
nier and Gavet. 1996; Daget er af., 2001). This observa-
tion 1s strengthened by the presence of polanzed osteocytes
that surround the ascending vascular canals as described
in a number of Polypteriformes. This peculiar organisation
has been first noticed in several fossil Palseonisciformes
(Schultze, 1968; @rvig, 1978}, in extant polyprerids (Drvig,
1957; Sire, 1989, 1990) and then in fossil Polypteriformes
(Meumer and Gayet, 1996). Our solated scales from the
Tabaste’s collection and from new collection from the Kem
Kem beds resemble various other scale material described
m the hterature, such as the Cenomanian of Bahanya, Egypt
(Stromer, 1923, 1936; Smith er al., 2006}, and the lower Cre-
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taceous of Ubangui formation (Congo) (Casier, 1961: PI TV,
figs 10, 11).

The studied thick rhomboid “patches™ and “rnidged”
scales from upper Cretaceous Moroccan Sghara, with the
three superimposed layers — ganoine, dentine and bony basal
plate  are ‘true’ gunoid scales (Goodrich, 1907, Kerr, 1952;
Schultze, 1977; Meunier, 1980; Sire ef al., 2009). But the
imporiant reduciion of the superiiciai shiny zanoine, form-
ing either parallel ridges, with or without ramifications, or
thick irregular patches, gives them an origingl status among
the ganoid scales. T'he bony basal plate of the two series ot
scales 1s totally devord of canaliculs of Williamson. Conse
quently, this fossil material cannot be allocated to a holo-
stean tish, which are characterized by the occurrence ot
such canalicles (Nickerson, 1893; Goodrich, 1913; @rvig,
1951; Moss, 1964; Schultze, 1966: Francillon-Vieillot et
al., 1990; Sire and Meunier, 1994; Meunier, 2011). Accord-
mgiy. the atinbution of these scaies by Tabuste (1963) and
Weiler (1935) to semionotids is wrong. In return, the three
described layers in types Il and IV fit wel! with a paleo-
miscoid scale type (Goodrich, 1907; Schultze, 1968 1977,
1996; Meunier. 1980: Meunier and Brito, 2004; Sire er al..
2009). These scales, moreover, share characters with the
polypteriforms: i) in the basal plate, there are ascending vas
cular canals surrounded by osteocytes closed to the osteo-
cytic canalicles. which are polarized. Such an organisation
has already been described in the scales of the puleoniscid
Scanilepis (Orvig, 1978) and in the polypteriform Latino-
pollia (Meunter and Gayet, 1996, 1998): it is also known in
extant Polypteridae (Meunier and Gayet, 1996; Daget er al.,
2001); i) there 1s an elasmodine layer (Schultze, 1996 Sire
et al., 2009), a plywood-like organisation of collagenous
fibres between the dentine layer and the oldest part of the
bonv basal plate (Fig. 5C, G). Such a structure has been first
described in the scales of the extant polypterid Polvpterus
senegalus (Sire, 1989, 1990). Later this typical elasmodine
layer has been also observed in various fossil Polypteridae
from the Cretaceous of Africa {Gayet et al., 1988; Daget er
al., 2001; Smith er al., 2006), in Dagerella sudamericana
{Gavet and Meunier, 1992) and Larinopollia swarezi (Meu-
nier and Gayet, [996) from the Cretaceous of Bolivia, and in
Bartschichthys sp, from Maranhio state of Brazil { Dutra and
Malabarba, 20011, The elasmodine 1s regarded as an autapo-
morphy of the Polypteriformes. Consequently. the presence
of a plywood like organisation between the dentine layer
and the bony basal plate provides further evidence to include
Bawinus into Polypteriformes (Daget er al., 2001).

The absence of morphological and histological differenc
es between the structure of large and small scales of types 11
and IV indicates that both kinds likely belong to the same
taxon, possibly Bowitius, Presence of an interrupted ganovine
layer in the small scales, i.e. from young individuals, is fur-
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ther evidence that the ganoinz is not resorbed during ontog-
eny.
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SCIENCES DE LA VIE ET DE LA TERRE

De la découverte d'un actinoptérygien sémionotiforme du Jurassique de
France a I'étude histologique fine des écailles ganoides.

René-Paul EUSTACHE

RESUME

La découverte d’'un spécimen sub-complet d'actinoptérygien sémionotiforme dans les
falaises du Bec de Caux (76) en novembre 2008, m’a poussé a entreprendre des
recherches sur I'histologie et 'ornementation des écailles ganoides.

Il s’agit d’écailles osseuses recouvertes d'une couche d’émail, la ganoine. Elle est ornée
de microtubercules, reliefs microscopiques dont 'agencement varie en fonction des
especes.

Une premiére partie est consacrée a I'étude histologique des écailles du spécimen que
j'ai découvert. Peu vascularisées, elles présentent des traces de dentine au niveau de
l'initium et de maniére inhomogeéne a 'interface avec la ganoine. Elles sont parcourues
par des canaliculi de Williamson dont certaines des terminaisons sont en connexion
avec la dentine. IIs sont issus de cellules spécialisées de nature osseuse et leur
interaction avec la dentine apparait surprenante. Cela m’a conduit a revisiter la notion
de « canal vasculaire de Williamson » introduite par @rvig.

Dans la deuxieme partie je présente une nouvelle méthode d’étude des
microtubercules. Celle-ci est basée sur I'observation en microscopie optique par
contraste de phase de répliques de la surface d’écailles (peels). J'ai élaboré un
traitement semi-automatisé des images numeériques afin d’extraire des descripteurs
quantitatifs de 'ornementation. Elle présente de nombreux avantages au regard de la
méthode précédemment développée, basée sur 'observation directe des écailles en
microscopie électronique a balayage. Elle s’affranchit de I'étape de prélévement d'une
écaille. Elle est également plus robuste et permet de traiter un grand nombre de
microtubercules dans le cadre d’'une analyse statistique affinée.

Jillustre I'intérét de ma méthode a travers quelques exemples d’étude de
I'ornementation d’écailles actuelles et fossiles. Enfin je conclue en proposant une
fonction nouvelle pour cette ornementation microscopique. Ces reliefs pourraient
participer au renforcement de la résistance mécanique de I'écaille en améliorant
I'adhésion des différentes strates de ganoine entre elles.

Mots-clefs : Lepidotes, écaille, ganoine, microtubercule, histologie, peel.
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