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Abstract
The determination of the age of wild fish is still a complex procedure. Here we deal with otoliths and the growth of
sea-bass larvae and juveniles in a fish farm (*). »

The study on otoliths led us to develop an objective method for counting and measuring otolith growth. After being
removed, the otoliths were imbedded in a synthetic resin and sanded down to the nucleus. The flat surface was then
observed with a SEM. The use of image analysis with a personal computer combined with a suitable programme produced
reliable measurements. A camera loaded the photograph which was digitalized and stocked in a personal computer, in order
to apply the usual treatment of images. It was binarized to obtain black and white alternations corresponding to the
increments to be counted and measured. A statistical analysis of the measurements made on four radials in the same sector
avoided errors due to the poor quality of a photograph, thereby enabling an accurate evaluation to be made of the number
-and size of the increments. Thus, by means of a principal component analysis of the sizes of the otoliths, a relationship was
established between the development of the otoliths and the fishes' ecological environment. '

The growth study was made on larvae and juveniles of sea-bass from the same brood. The growth curve obtained
snggests a possible lunar influence. ‘

These results enabled a more precise approach in determining the growth patterns of larvae and juveniles in relation
to their environmental conditions.

(*) Station Expérimentale d'aquaculture, IFREMER, 34250 Palavas.

INTRODUCTION

La détermination de 1l'age des
pcissons issus du milieu naturel de-
meure deélicate. Cette détermination est

influencés par 1la subjectivité de
l'observateur. L'utilisation d'un sys-
teme automatisé paraissait nécessaire

fondée sur 1l'observation de M“tissus pour rendre plus objectif ce travail
durs" (otolithes, écailles, vertébres, souvent trés long.
etc.). Ces structures calcifiées Déja utilisé en biologie pour mesu-

marquent des accroissements périodiques
{(circuli ou annuli) en relation avec 1la
croissance. 1Initialement, on distin-
guait l'adge en années en comptant 1les
anneaux d'arrét de croissance hiver-
naux. Pannella (1971) a montré l'exis-
tence chez de nombreux téléostéens de
dépdts circadiens. De récents travaux
(Gutierrez E. - - & Morales-Nin B.,1986;
Jones C. & Brothers B.,1987) indiquent
la présence de stries journaliéres sur
les otolithes de loup (Dicentrarchus
labrax).

La mise en évidence des stries
journaliéres est réalisée par dif-
férentes méthodes mais le comptage des
accroissements s'appuie
l'expérience de 1'observateur.
les résultats sont souvent

Ainsi
treés

toujours sur -

rer des surfaces (Fawell & Newman,1972)

et ) p}us récemment en biométrie sur
l'écaille (Mason J.E.,1974;Gandelin &
Laval, 1987; Small G.J. & Hirschhorn

G.,1987) et sur les vertébres (McGowan
M.F. & al,1987), les techniques d'ana-
lyse d'image peuvent étre appliquées au
traitement des otolithes.

MATERIEL ET METHODES

Les 67 individus provenant du
milieu naturel ont éteé péchés sur le
littoral méditerranéen durant le prin-
temps 89, au chalut pour les adultes et
a la senne de plage pour les juvéniles.
Parallelement des individus ont été
prélevés dans un élevage (IFREMER -~
Palavas) pour un total de 20 adultes et
80 larves et juvéniles. Chaque individu



est mesuré (LS et Lt) au millimeétre
prés pour les adultes et & 0,1 mm pour
les juvéniles. Ils sont également pesés
au gramme prés pour les adultes et a
0,1 gramme pour les juvéniles.
L'otolithe (sagitta) est extrait par
dissection puis nettoyé. On retient 1la
longueur de son axe dorso-ventral
(largeur), la longueur de son axe
antéro-postérieur (longueur) 93
micrométre prés et son poids 10
gramme.

Les stries journaliéres sont
observées soit en microscopie optique
soit au MEB (Microscope électronique a

a

balayage) aprés pongage et décalcifi-
cation a4 1'EDTA a 5%.
RESULTATS

Une série de 24 photos d'otolithe a
été analysée par quatre chercheurs
habitués au traitement des otolithes.
Chaque personne donne le nombre de

stries dénombrées sur chaque photo le
long d'une méme radiale. On observe des
variations allant de 50 & 100% du
nombre de stries comptées pour une méme
photo. L'analyse par un test
statistique de Freidman (Hn= Hypothése
d'identité des échantillons) montre que
chaque chercheur a donné un échantillon
différent d'une méme série de photos
(o obs= 8:.74 > o 0,95~ 7,81 avec 3
degrés de liberté).

-
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PHOTO =
scquidtion H traitements H rémutats
Fig 1 : Schema du systéme de comptage et de mesure

par analyse d'image. V:caméra vidéo noir et blanc.
C: moniteur de controle de l'acquisition. M:micro-

ordinateur avec carte de numérisation video et
mémoire d'image. H:moniteur graphique haute
résolution (256 pseudo-couleurs). I:imprimante.
S:souris.

Afin d'uniformiser ces résultats un
systéme automatisé de comptage et de
mesure des stries a été développé
(Figl). Ce systéme est composé d'une
caméra video en liaison avec un micro-
ordinateur (de type PC-AT). La photo
est numérisée en 256 niveaux de gris.
Sur le moniteur de 1l'ordinateur chaque
pixel correspond & un point de 1'image,
défini par ses coordonnées et
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son .

gris. Ces données son-
un logiciel écrit e:
Turbo-Pascal. Les étapes du traitement
sont les suivantes : (1) mise en eévi-
dence des stries par des traitements de
1'image classique (convolution, égali-
sation d'histogramme,ect.); (2) binari-
sation de 1l'image selon un seuil de
fagon a obtenir une image a deuy
niveaux de gris (blanc/noir); (3) pla-
cement sur l'écran avec la souris d'une
ou plusieurs lignes de mesure oQ seront
dénombrées les stries d'accroissement.
Aprés binarisation 1les stries corres-
pondent a des alternances noir-blanc
qui sont détectées, localisées et de-
nombrées par le logiciel le long d'une
radiale. Ces mesures sont renouvelses
sur 4 radiales ayant la méme origine et
situées dans un méme secteur. Une ana-

lyse statistique des mesures effectudes
sur ces 4 radiales élimine les arte-
facts de la photo et conduit a
déterminer une radiale "synthétique™.
L'observation de 1l'otolithe au MEB met
en évidence un plus grand nombre de
stries que 1l'observation au microscope
optique. Ce graphique (Fig.2) montre
€galement un dépot de calcium non-
journalier car il n'y a que 46 stries
sur des otolithes de 90 jours.

Chaque poisson étant défini par sa

niveau de
traitées par

longueur standard, sa longueur a 1la
fourche, son poids total, son poids
éviscéré, la longueur de l'axe dorso-

ventral de 1l'otolithe, 1la longueur de
l'axe antéro-postérieur de 1l'otolithe,
le poids de 1'otolithe et 1le rayon
maximum de l'écaille, nous avons réali-
S€ une analyse en composantes princi-
pales sur ces 8 variables. L'axe 3 qui
représente 0,4% de 1l'information (avec
une variance de 0,033) différencie les
poissons en fonction de leur lieu de
capture. Un test de Wilcoxon (Hgo=
identité des eéchantillons) montre que
les populations sont statistiquement
différentes (Ugps= 2,42 > U, 1,96
=> H, rejeté). La représentation dans
le plan des axes 3 et 4 met en évidence
trois groupes (Fig.3) :
Poissons adultes (2
issus du milieu naturel.
- Larves et juvéniles (1 an et moins)
issus d'élevage et du milieu naturel.

- Poissons adultes (2 et 3 ans) issus
d'un élevage.

ans et plus)

l'analyse du cercle des cofrélations
montre gque cette représentation est
influencée a 60% par 1le poids de

l'otolithe et par la longueur de son
axe dorso-ventral

DISCUSSION
L'analyse d'image permet d'automatiser
un comptage souvent fastidieux des

stries sur 1l'otolithe et de donner une
plus grande objectivité a ces résul-
tats. Par ailleurs nous notons un gain
de temps de l'ordre de 50% sans perte
de précision par comparaison aux tech-
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Fig 2 : Comptage des stries sur des otolithes d'dge
variable par différentes methodes. SEM : Microscope
électronique a balayage. OM : Microscope optique.

C : Comptage par ordinateur. R : Comptage par un
chercheur.
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Fig 3 : Représentation du plan formé par les axes 3
et 4 de 1'A.C.P. sur les données biométriques.




niques traditionnelles. Cette méthode
n'est pas intéressante pour les jeunes
otolithes (moins de 30 Jjours). Les
otolithes étant trés petits le temps
passeé a les préparer pour une obser-
vation en microscopie électronique est
élevé. L'observation par transparence
est satisfaisante.

Le rythme de dépdt des stries n'est pas

journalier (JONES C. & BROTHERS B.
,1987; Gauldie R.W. & Nelson, 1988)
mais tous les deux  jours. Cette

variation peut étre due aux conditions
particuliéres de 1'élevage. En effet
les accroisseménts de l'otolithe sont
influencés par les variations de
température et d'éclairement (GUITIEREZ

E. & MORALES-NIN B.,1986; SECOR D.H. &
DEAN J.M., 1989). Ceci montre les
difficultés de la détermination de

l1'a4ge a partir de la microstructure des

otolithes (Campana, S.E. & Neilson,
J.D., 1985).
Lfanalyse des otolihtes d'individus

issus de différents sites confirme les
relation entre 1l'otolithe et son envi-
ronement.
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