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ResuME

Pour définir les stades sexuels de Sardinella aurita el Sardinella eba, nous proposons une
nouvelle échelle dont les caractéristiques sont basées sur la distribuiion de fréquences des diaméires
des ovocytes el ovules intra-ovariens et sur I'élude macroscopique el histologique des gonades.

Cetle échelle met en évidence le phénoméne de ponie secondaire qui est particuliérement important
chez les sardinelles.

ABSTRACT

To define sexual stages of Sardinella eba and Sardinella aurita, we propose a new scale the
characleristics of which are based on the frequencies distributions of ovocyls and infraovarian ovas
diamelers and on the macroscopic and histologic study of gonads.

This scale emphasizes the phenomena of secundary spawning which is very important for
sardinella.
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1. INTRODUCTION

Les échelles proposées jusqu'a présent (Berroc et Dessrosses, 1930-Anprrvu, 1951 ; 1955-
ANDREU et Pinrto, 1957) pour la détermination des stades sexuels de Clupéidés se référaient plus
ou moins & I'échelle internationale établie pour le hareng (Woop, 1930). Telle était I’échelle
employée pour les sardinelles au Centre O0.R.S.T.0.M. de Pointe-Noire et qui n’a pas donné
entiére satisfaction pour suivre les processus de maturation des gonades. En effet, chez le hareng
qui a servi de base 4 I’ensemble des études, il y a un seul groupe d’ovocytes qui évolue jusqu’a
la ponte. Ghez les sardinelles, au contraire, on peut observer trois groupes bien distincts d’ovocytes,
ce qui permet de supposer que ces poissons pondent plusieurs fois durant une méme saison de
ponte. .

Pour établir une nouvelle échelle de maturité sexuelle des femelles, nous avons éLé amené a
faire d’une part la mesure et le comptage des ovocytes et ovules intra-ovariens et d’autre part
une étude macroscopique détaillée des ovaires complétée par un examen de coupes histologiques.
Pour I'étude de la maturité sexuelle des méles, la mesure des spermatocytes est impossible &
faire et on a été obligé de se baser uniquement sur les observations macroscopiques.

2. ETUDE DE LA MATURITE SEXUELLE DES FEMELLES

2.1. Méthodes d’études.

2.1.1. Echantillonnage et prélévement.

Notre cycle d’observation porte sur un an. Le rythme d’échantillonnage, fonction de la
péche du sardinier local, est en moyenne bimensuel. A chaque fois, un échantillon comprenant
10 individus par classe de 1 cm est prélevé. Ges poissons sont alors mesurés et pesés. Les ovaires
sont pesés 4 0,1 gr prés puis mis en flacon de verre et conservés au deep-freezer quand le nombre
de gonades est trop important pour &tre étudié dans la journdée.

2.1.2. Observation macroscopique.

On examine attentivement les ovaires en notant leur aspect général, leur coloration et la
visibilité des ovocytes & travers la membrane ovarienne.

2.1.3. Mensuration et complage des ovocyies.

On préléve un petit échantillon de 0,05 gr environ dans la partie médiane de Uovaire. Cet
échantillon est placé dans un petit tube de verre contenant du formol & 5 9%. Au bout de 3 &
4 jours et aprés agitation répétée du tube, le stroma ovarien se dissout et les ovocytes se détachent
facilement les uns des autres. Ceux-ci sont alors placés dans une cuve de Dollfus & fond quadrillé
et examinés & la loupe binoculaire.

On mesure 4 'aide d’'un micrométre oculaire environ 2 & 300 ovocytes pour obtenir la distri-
bution de fréquence de leur diamétre. Gomme nous I’avons contrdlé en prélevant des échantillons
4 différents endroits d’une méme gonade, les ovocytes de différents diameétres sont disposés au
hasard dans l'ovaire : on admet donc que la distribution de fréquence d’un échantillon est repré-
sentative de celle de I'ensemble des ovocytes de I'ovaire. Pratiquement, on se contente de compter
et mesurer les ovocytes contenant du vitellus, d'un diamétre supérieur & 160 y car il est trés
difficile et sans intérét de séparer et de compter sous loupe binoculaire les ovocytes du stock
général. ’

2.1.4. Coupes histologiques.

L’étude complémentaire des ovaires par la technique des colorations permet de connaitre
les caractéristiques histologiques des ovocytes correspondant aux différents modes. Dés que on a
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Fig. 1. — Phases de maturation des ovaires définies en fonction des fréquences des diameétres des ovocytes et

ovules intra-ovariens.

prélevé une portion d’ovaire pour la mesure des ovocytes, le reste est fixé au Bouin, inclus & la
paraffine et coloré.

Différentes colorations ont été employées :

— Hématoxyline éosine.

— Trichromique de Masson.

— Mallory.

— Réaction tannoferrique.

— Hémalun — érythrosine — safran (Masson).
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Fig. 2. — Relation entre lc diameétre modal du ler et 2¢ groupe d’ovocytes.

Les meilleurs résultats ont été obtenus avec le trichromique de Masson et la coloration de
Mallory qui donnent des coupes bien différenciées. La réaction tannoferrique est spécifique des
granulations protéiques et donne d’assez bons résultats dans la coloration des granules vitellins
notamment au premier stade de la vitellogénése.

2.2. Observations et inferprétations.

Nos observations ont porté aussi bien sur Sardinella eba que sur Sardinella qurita et ont
montré que les caractéres du cycle sexuel étaient identiques chez ces deux espéces.

2.2.1. Distribution de fréquence des diamétres des ovocyles et ovules inira-ovariens.

Ces distributions de fréquence permettent de distinguer 6 stades, A & F, indiqués sur la
figure 1. La maturation des ovocytes se fait par vagues successives. Au fur et a4 mesure que le
premier groupe d’ovocytes mirit et est pondu, un second prend sa place et ainsi de suite. Le
tableau 1 nous donne en microns d’une part I'intervalle de variation des diamétres des ovocytes
pour chaque stade et d’autre part la valeur modale 4 la fin de chaque stade.

TABLEAU 1
Stade A B G D B v
Intervalle de varia- Cellules en voie de
tion.............. —160 160 a 480 400-630 800-1000 400-470 nécrose
Valeur modale..... 100 430 580 00 450 —

Ce tableau peut &tre utile pour connaitre le stade sexuel d’un ovaire dont la détermination
demeure incertaine. Il suffit alors de mesurer au binoculaire une vingtaine d’ovocytes choisis
parmi les plus gros. Toutefois, la mesure seule des ovocytes ne permet pas de différencier un
ovaire & la fin du stade E d’un ovaire 4 la fin du stade B qui n’a pas encore pondu. Ils possédent
tous les deux un mode 4 450 p. environ. Mais ces ovaires, comme nous le verrons plus loin en détail,
ont un aspect macroscopique si différent, que la confusion entre les deux stades est impossible.
A la fin du stade E 'ovaire est mou, vascularisé et de couleur rose saumon avec de nombreux
espaces hyalins alors qu’a la fin du stade B il est ferme et orangé.

Il nous a paru intéressant d’étudier la relation existant entre les valeurs modales du premier
et deuxiéme groupe d’ovocytes. La figure 2 nous montre ainsi qu’il y a une bonne relation pour
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les stades B-G et D. Les groupes d’ovocytes mirissent en méme temps, mais dés la fin du stade G,
seuls les ovocytes du premier groupe continuent apparemment & augmenter de volume. La
rareté des stades D dans nos échantillons nous fait supposer que la ponte doit étre un phénomeéne
trés rapide et qui entrainerait peut-étre les sardinelles & faire une migration en profondeur & ce
moment 14. I1 faut noter également qu’il est extrémement rare de rencontrer des ovaires dont les
ovocytes ont un diamétre compris entre 630 et 800 p. La brusque augmentation de volume
entre les stades G et D est due 4 une trés rapide absorption d’eau. Celle-ci provoquera I'éclatement
des follicules et la ponte.

2.2.2. Caracléres macroscopiques des gonades.

L’étude macroscopique des ovaires permet de définir 6 stades qui correspondent parfaite-
ment 4 ceux définis par I’étude des distributions de fréquence des ovocytes :

Stape A. Les gonades sont petites et fermes, transparentes ou rose clair. Les ovocytes
ne sont pas visibles.

Stape B. L’ovaire passe du rose péle au rose foncé puis & I'orange clair. Quelques ovocytes
sont parfois visibles & travers la membrane ovarienne 4 la fin du stade B, mais l'ovaire reste
ferme.

Stape C. La coloration est variable : jaune orange clair ou foncé. L’ovaire plus gros devient
moins ferme. La surface devient granuleuse et les ovocytes sont visibles & I'ceil nu.

Stape D. L’ovaire est trés gros et occupe toute la cavité abdominale. La membrane ova-
rienne est trés fine. Les ovules sont transparents et parfaitement visibles. A la moindre pression
exercée sur I’abdomen les ovules sont expulsés.

Stape E. Aprés la ponte, I'ovaire est flasque, trés vascularisé. Il est généralement de couleur
rose saumon et rouge 4 la fin du stade, notamment dans la partie postérieure. On voit & travers
la membrane ovarienne distendue, les ovocytes de 450 p. environ caractérisant le début du stade G.
1] reste encore quelques ovules transparents mais ceux-ci vont dégénérer et & leur place subsis-
teront des espaces hyalins.

Stape F. Aprés la derniére ponte, I'ovaire est épuisé, complétement collapsé. Il a I'aspect
d’un sac vide et posséde une coloration rouge due & une trés forte vascularisation. On observe
également des taches marron représentant des zones en voie de nécrose. L& encore, on peut
rencontrer quelques ovules transparents résiduels.

Il convient d’ajouter, au sujet, des caractéres macroscopiques, que I'on constate une évolution
générale de I'aspect et de la couleur de 'ovaire au cours de la maturation mais que ces caractéres
ne sont pas toujours, & eux seuls, des critéres rigoureux de reconnaissance. Les poissons présen-
tent quelquefois des gonades rouge sang qu’on serait tenté d’attribuer au stade F. En fait la
mesure des ovocytes montre qu'il s’agit d'un stade B ou C. Ces hémorragies seraient dues & un
traumatisme provoqué au moment de la capture du poisson. D’autre part, au stade G les ovocytes
ne sont pas toujours trés visibles & travers la membrane ovarienne.

2.2.3. Caractéres histologiques des gonades.

L’étude histologique montre que les stades admis précédemment correspondent effectivement
A différentes étapes de maturation des ovocytes.

STaDE A. Dans les ovaires immatures les ovocytes de forme polyédrique se trouvent disposés
réguliérement le long des lamelles ovariennes. Leur cytoplasme est homogéne et fortement
basophile. La réaction tannoférrique ne provoque aucun précipité responsable de la présence de
granules vitellins. Le noyau est bien délimité mais peu chromatique avec de nombreux nucléoles
disposés contre la membrane nucléaire. Le rapport nucléocytoplasmique est égal en moyenne
4 0,50. Les ovocytes caractéristiques du stade A représentent les ovocytes du stock général de
réserve.
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STAaDE B. Il est caractérisé surtout par le début de la vitellogénése. Il y a apparition et
développement d’une couronne de granules vitellins de la périphérie de la cellule vers le noyau.
A la fin du stade B le vitellus occupe tout I'espace protoplasmique & 'exception de deux zones
cytoplasmiques, une & la périphérie de la cellule et lautre autour du noyau. La basophilie du
cytoplasme devient moins forte. De nombreuses gouttelettes lipidiques apparaissent au sein du
vitellus. Le noyau devient de plus en plus chromatique et le rapport nucléocytoplasmique passe
& 0,30.

3tapE C. Les ovocytes ont une forme arrondie. Une étroite bande de cytoplasme devenu
acidophile persiste a la périphérie de la cellule. Les granules vitellins fusionnent et augmentent
de volume. Les gouttelettes lipidiques se concentrent en une couronne périnucléaire. A ce stade,
il peut se produire un début d’absorption d’eau par les ovocytes. Geci entraine une légére plasmo-
lyse due aux déshydratants histologiques, et les cellules apparaissent alors rétractées &
Vintérieur de leur follicule. Le noyau, assez chromatique, est plus diffus et présente des expansions
dans lesquelles on retrouve parfois les nucléoles. Le rapport nucléocytoplasmique diminue encore
et est égal 4 0,15.

StADE D. On observe 4 ce stade de grosses cellules plasmolysées par 'action des déshy-
dratants et constituant les ovules mirs. I n’est plus possible d’observer sur les coupes histolo-
giques les différents organites cellulaires. Les follicules ont éclaté par suite de la brusque absorption
d’eau des ovules. Le reste de 'ovaire est occupé par les ovocytes du stock général, ceux du stade B
et ceux du début du stade G, qui vont étre le point de départ de nouvelles pontes. Un ovule
observé in vivo & la loupe binoculaire apparait comme une grosse cellule hyaline bourrée de
vitellus et possédant une seule goutte lipidique de 120 microns de diamétre. Le noyau reste
invisible.

Stape E. On apergoit encore au début de ce stade des ovules mirs résiduels dans la partie
postérieure de 'ovaire et dans le canal ovarien. Les ovocytes du stock le plus avancé correspondent
a ceux du début du stade G. Les espaces hyalins observés macroscopiquement correspondent 4 des
zones de nécrose. On constate également dans ces zones qu’il y a une prolifération de petites
cellules & noyau trés chromatique. Certains auteurs ont cru voir dans ces cellules, des leucocyles
jouant un rdle de phagocytose mais rien jusqu’a présent ne permet de I'affirmer.

Stape F. Llovaire aprés la derniére ponte apparait nettement désorganisé et tous les ovo-
cytes en voie de maturation présentent des signes de nécrose. Toutes ces cellules vont dégénérer
et &tre réabsorbées ; seuls subsisteront les ovocytes du stock général.

2.2.4. Conclusions sur les slades admis d parlir des criléres précédents.

Notre étude a permis de définir 6 stades sexuels {A-B-G-D-E-F) chez les sardinelles. PinTo
et ANDREU (1957) ont retrouvé ces mémes stades chez Sardina pilchardus ce qui montre bien
que le processus de maturation des ovaires semble identique chez les Clupéidés vivant en eaux
chaudes ou tempérées chaudes. Cependant, 4 partir d'un autre critére, la taille & la premiére
maturité, il nous est possible de distinguer dans le stade A, les poissons qui n’ont jamais pondu
et les poissons qui sont au stade de repos aprés une période de ponte. Chez les sardinelles, la taille
4 la premiére maturité qui sera précisée dans un travail ultérieur, nous permettra donc de diffé-
rencier le stade immature vrai du stade de repos. Ces deux stades possédent tous deux la méme
distribution de fréquence des diamétres des ovocytes et pratiquement les mémes caracteéres
macroscopiques et histologiques.

Nous proposons donc & partir de ce nouveau critére, I’échelle définitive suivante :

A o 1. Immature.
“ II. Repos.
B — III. En voie de maturation.
G — IV. Préponte.
D — V. Ponte.
E — VI. Fin de la ponte et récupération avant une ponte ultérieure.
¥ —> VII. Fin de la derniére pontc et involution de P'ovaire.
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3. ETUDE DE LA MATURITE SEXUELLE DES MALES

11 est moins aisé de définir une échelle sexuelle pour les méles : d'une part, parce que la
distribution des diamétres des spermatogomes et spermatocytes est 1mp0551b1e a faire vu leur
trés petite taille et d’autre part parce que les caracléres macroscopiques et histologiques des
gonades ne sont pas trés différenciés suivant les stades.

= - L1

Malgré tout, nos observations permettent d’ad
les femelles.
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I1. Repos.

ITT. En voie de maturation.

IV. Pré-émission.

V. Emission de spermatozoides.

VI. Fin de I'émission des spermatozoides et récupération.
VII. Fin de la derniére émission de spermatozoides.
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Stape II. Les caractéres sont identiques & ceux du stade I.

TTT

Stape III. La gonade devient plus large, mais reste blanche eb fer on 'y 18
incision aucun liquide ne coule.
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incision.

StapE V. Il correspond & Uémission des spermatozoides. La gonade est trés grosse ef molle,
A la moindre pression exercée sur ’'abdomen le sperme coule.

Stape VI. Fin de I'émission des spermatozoides. La gonade est légérement flasque. La
couleur rose observée surtout dans la partie postérieure correspond & une trés fine vascularisation.

STADE VH. Amf‘cs la derniére émission de spermatozoides la gonade est trés flasque et

Le processus de maturatwn des males apparait identique 4 celui des femelles. TT y a matu-
ration continue de spermatocytes durant toute Ia saison de ponte

4. CONCLUSION

A la suite de nos travaux nous pouvons établir le schéma général du cycle sexuel des sardi-

U |
1C11E5.

Aprés sa maturation normale du stade I au stade V, la gonade passe au stade VI puis revient
au début du stade IV cela plusieurs fois durant une méme saison de ponte. A la fin de cetle péricde,
toutes les gonades passent au stade VII puis II (Repos) avant de recommencer un nouveau
cycle sexuel.

-
Repos ponte ‘
v |
I Il — 111 1v V —VII

M i||

i

2

Nous donnons

a servi de base a 1'é
ervl de Dase a

titre de comparaison, le schéma général du cycle sexuel des harengs qui

Véchelle employée & Pointe-Noire :
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I II IIT IV. >V >V1I —VII

Repos ponte
i_

Cette échelle est, en fait, suffisante pour déterminer la saison de ponte puisque les stades IV,
V, VI du hareng correspondent aux stades 1V, V, des sardinelles, mais elle ne donne alors plus
satisfaction pour des calculs de fécondité. La présence chez les sardinelles du cyele IV-V-VI-IV...
pourrait expliquer la différence de fécondité qui existe entre ces poissons de mers chaudes et
ceux de mers froides.

NOUVELLE ECHELLE PROPOSEE

Diameétre modal
du groupe N
Stade Femelle d’ovocytes le Male
plus avancé
I Gonade petite et ferme — transparente 100 Gonade blanche ou légérement translu-
ou rose clair — ovocytes invisibles. t cide — trés fine et en lame de couteau.
Caractéres sensiblement identiques au Caractéres sensiblement identiques aun
11 100 p
stade I. stade I.
Gonade ferme et de couleur variant du
111 rose pile & I'orange clair — quelgues 450 Gonade blanchétre ferme ; aucun liguide
ovoeytes sont parfois visibles & travers W ne coule si on y fait une incision.
la membrane ovarienne.
Gonade plus grosse et moins ferme géné-
ralement orange clair puis foncé. Les Gonade plus molle et blanche — un
v ovocytes visibles 4 travers la mem- 580 liquide blanchatre s'écoule dés que
brane ovarienne rendent la surface de l'on pratique une incision.
T'ovaire granuleuse.
Gonade trés grosse occupant toute la
cavité abdominale. Membrane ova-
X . . Gonade grosse et molle. Le sperme coule
rienne trés fine. Les ovules hyalins et . . R
A\ . i R 900 o a4 la moindre pression exercée sur
de grosse taille sont parfaitement R
. . . I’abdomen.
visibles et sont expulsés a4 la moindre
pression exercée sur 1’abdomen.
L’ovaire est flasque trés vascularisé. Sa
couleur varie du rose saumon au
Gonade flasque et présentant une vascu-
. rouge. A travers la membrane ova- NN . P
VI . 450 p larisation trés fine particuliérement
rienne les ovocytes de 460 y sont par- dans la partie postérieure
faitement visibles. Nombreux espaces P P -
hyalins.
Ovaire complétement collapsé trés flas-
que de couleur. rogge due & une tres Ovocytes en voie| Gonade trés flasque, épuisée el forfe-
VII forte vascularisation. A ce stade, R .
s . s e s . de nécrose. ment vascularisée.
I'ovaire a 'aspect caractéristique d'un
sac vide.
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Photo 1. — Ovaire immature (stade I). Les ovocytes du stock général de réserve sont disposés le long des lamelles
ovariennes. Leur cytoplasme est basophile. Grossissement : X40.

Photo 2. — Ovaire au stade de repos (stade II). On trouve les mémes ovoeytes que dans le stade I avec une dispo-
sition peut-étre moins régulidre. Grossissement : X 45.
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Photos 3 et 4. — Début de la maturation de I'ovaire (stade III). 1y a apparition au sein du cytoplasme d'une cou-
ronne de granules vitellins et de goutteleties lipidiques. Le cytoplasme limité & deux anneaux périnucléaire et
péricellulaire devient moins basophile. Grossissement : x40 et x150..
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Photos 5 el 6. — Préponte {stade IV). I1 persiste une étroite bande de cytoplasme autour du noyau. Les goutteleties

lipidiques dissoutes lors des préparations histologiques apparaissent en blanc au milieu du vitellus. Le noyau

devient plus diffus. On peut observer également sur la photo 6 de nombreux ovocytes du stock général avec leur

cytoplasme trés basophile et leur noyau peu chromatique. Dans le noyau et plaqué contre la membrane nucléaire,
on distingue de nombreux nucléoles. Grossissement : x40 et x150.
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Pholo 7. — Ovaire au stade V {Ponte). Les ovules sont plasmolysés sous I'action des déshydratants histologiquess
On peut observer néanmoins de grosses granulations vitellines. Sur cette photo sont également visibles les ovocyte.
de deux modes différents (320 et 450 u) qui seront le point de départ de nouvelles pontes. Grossissement : X 40.

Photo 8. — Ovaire aprés une ponte partielle (stade VI). Les ovocytes du mode le plus avancé (450 ©.) sont séparés
entre eux par des zomes de nécrose et de prolifération cellulaire. Ces zones correspondent aux espaces hyalins
observés macroscopiquement sur la gonade a ce stade. Grossissement : X 40.



