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NOTE SUR LA PREPARATION DES OTOLITHES,
PLUS PARTICULIEREMENT DE CEUX DE I’ANGUILLE

V. BENECH (1)
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RESUME

Aprés une description succincte des différentes méthodes utilisées pour la préparation des
otolithes de poisson, I'auteur présente celle qu'il a adoptée pour I'étude des otolithes de 1’ Anguille ;
clle fait appel & Pinclusion suivie de Pusure et de la coloration de l'otolithe.

I. — INTRODUCIION

Les otolithes apparaissent plus fiables que les écailles pour la détermination de l'age des
poissons, des vieux notamment. Chez Salvelinus namaycush ces structures continueraient & enrc-
gistrer les annuli alors que les deailles ont cessé de croitre (Dupors et LAGUEUX, 1968). Van
UTRECHT et SCHENKKAN (1972) jugent I'emploi des structures osseuses plus siir que celui des
éeailles scules chez Leuciscus indus. Cette découverte faite depuis longtemps chez 1'Anguille
(Marcus, 1919 ; BERTIN, 1956) se généralise & d’autres espéces.

Les otolithes, plus fiables, sont matheurcusement souvent petits, difficilement manipulables
et les annuli non aisément identifiables. C'est le cas chez de nombreux poissons, aussi différentes
méthodes de préparation ont-elles été décrites. Nous avons travaillé sur les otolithes d’anguille et
aprés plusicurs titonnements et essais de différents procédés, nous avons choisi un modc de prépa-
ration qui a facilité notre travail d’observation. Nous le décrirons dans cette note aprés avoir rap-
pelé les difidrents procddds qui sont en usage. Cette révision pourra aider ceux qui rechercheraient
unc méthode micux adaptée & I'espiee qu’ils ¢tudient.

{} Adresse actuelle : Centre 0.R.S.T.0.M., B, I. 65, N'Djamena (Tchad),




D ———————

174 V. BENECH

2. — RAPPEI, DES DIFFERENTES METHODES
DE PREPARATION

2. 1. — Eclaivcissement of usure

La plupart des auteurs ayant travaillé sur 1'Anguille ont adopté cette méthode.

Frost (1945) procéde d’abord a un delaircissement de Potolithe par un bain de 24 I dans
la créosote. Aprés un autre bain d'une seconde dans 1’alcool absolu, la face convexe de 'otolithe
est usée progressivement jusqu’a ce que les différents anneaux apparaissent bien. Cet anteur si-
gnale qu’une immersion bréve dans l'acide chlorhydrique trés dilué fait apparaitre les anneaux
plus clairement. L'observation est effectuée dans la créosote sur fond noir en lumiére réfléchie.
Des couches blanchitres et opaques alternent avec des couches translucides. IRIE (1955, 1957,
1960) a montré sur les poissons marins que I'aspect différent de ces zones €tait dd & leur texture et
A leur composition différente. La densité des microcristaux de CaCO, dans les couches opaques cst
moindre que dans les couches translucides et une sorte de substance organique opaque aux
rayons visibles y est contenue plus abondamment. Une croissance rapide provoque la formation
des larges zoncs translucides, une croissance lente celle des zones opaques.

Prnaz et Lisch (1970) ont procédd de la méme fagon que SiNHA et JoNES (1967) ; ils utilisent
une méthode semblable 2 celle de Frost, toutefois sans bain dans la créosote et P'alcool absolu
préalablement & P'usure, un simple lavage dans I'cau distillée la précéde. Ces auteurs précisent
que la structure de I'otolithe devient plus évidente lorsque I'on use les deux faces. La fin de F'usure
est suivie ’une attaque par HCI A 4 p. 100 ; Potolithe cst enfin lavé, séché et mis dans la créosote
pour Yobservation.

GRrAY ot ANDREWS (1970) baignent simplement 'ofolithe une minute dans l'cau distillée
avant de V'user sur un papier abrasif fin et humide. L'observation est [aite dans I'alcool & 50 p. 100.

2, 2. — Flamnbage et clivage

CHRISTENSEN (1964) & mis au point ce procédé pour la Sole dans le but de rendre possible une
interprétation idenlique des otolithes de ce poisson par les différents chercheurs.

L'otolithe est tenu dans unc flamme pendant quelques sccondes ct sa coloration passe du blanc
au gris cendre. Par une légére pression sur sa face convexe on provoque une fracture passant par le
noyau. Des anncaux blancs ¢t noirs faciles & compter alternent sur la tranche de clivage. Les
anncaux noirs correspondent & la combustion du matéricl organique contenu dans les couches
opaques.

CHRISTENSEN a obtenu des résultats semblables sur les otolithes d’autres esptces notam-
ment ’Anguille. C'est un procédé intéressant car trés rapide mais la fragilité des otolithes aprés
Teur flambage rend leur manipulation délicate et leur conservation difficile ; 'observation des plans
de clivage cst également difficile pour les petits otolithes.

2, 3. — Usure ¢t observation de la structure de surface

WIEDEMANN SMrTH (1068) emploic la microscopie de surface utilisée en métallographie. Cette
observation nécessite une usure et un polissage cffectués avec une préeision satisfaisante, c’est
pourquoi I'inclusion dans une matiére plastique facilite 'opération. L'observation est cffcctuée
avec un microscope adéquat ou 4 défaut & l'aide d’unc loupe binoculaire dont 'un des tubes est
utilisé pour I"éclairage. L'examen de la surface polic révéle des lamelles concentriques de diffé-
rentes dpaisscurs. Les groupes de fines lamelles forment des anneaux qui correspondent aux




-

o X

PREPARATION DES OTOLITHES DI L'ANGUILLE 175

anneaux noirs des otolithes brilés. WizpEMANN SMITH a obtenu des résultats intéressants pour
des otolithes d’anguille jusque-1d impossibles 2 lire. L'autecur précise que des mesures sont effec-
tuées facilement, directement ou sur des photos.

2. .. — Coloration

Llle a ét¢ utilisée par ALBRECHTSEN (1968). On cffectuc d’abord une usure jusqu'au noyau de

. fagon & faire apparailre toutes les couches concentriques sur le plan de coupe. Seule 'une des
deux sortes de couches qui composent Potolithe prend le colorant, Vautre reste incolore, Comme

pour le flambage, leur tencur différente en matiére organique en est sans doute responsable.

TG, 1.,

Haut : ofolithe d’anguille observé dans Palcool, sur fond noir, aprés une simple usure.
Bas : le méme otolithe aprés coloration.

ALBRECHTSEN a montré que les anncaux colords correspondaient & ceux mis en dvidence par la
méthode de Wizpemann Smiri (ef. § 2. 3). Avee le bleu de Toluidine, les couches opaques [orment
de minces anneaux violets (fig. 1) ; cette coloration peut virer au bleu-vert par la suite.
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La figure 1 montre les photos d'un méme otolithe observé dans 'alcool sur fond noir aprés
une simple usure, puis aprés coloration. Malgré la mauvaise qualité des prises de vue, on peut
apprécier 'amélioration apportée par la coloration. La différence de largeur entre couches opaques
ct anneaux violets provient du fait que scule la section des couches opaques se colore.

3. — LA METHODE QUE NOUS AVONS ADOPIEE

Elle s’inspire de I'usure aprés inclusion de I'otolithe dans un support (cf. § 2. 3) suivie de colo-
ration (cf. § 2. 4).

3. 1. — Inclusion et usure

Pour ces deux opérations, nous avons utilisé le nécessaire commercialisé par la firime Solo-
plast () pour Vinclusion de petits objets. Il s’agit d’une résine synthétique trés transparente qu’il
est possible d'user et de polir trés finement aprés son durcissement.

Le moule adopté est constitué par des barres de Leuckart utilisées en histologic ; on dispose
ces barres sur un carrcau de paillasse par exemple, de fagon & obtenir un rectangle de 2 X 1,5 cm.
Aprés avoir coulé 0,8 cm de résine dans ce moule, on dispose P'otolithe sur le fond en fonction du
plan d’usure que Pon veut réaliser. On peut disposer Potolithe avant la coulée en la fixant dans la
position choisic avec un peu de colle, comme cela a été fait par WigpEMANN SMitH (1968). 11
est utile, avant le durcissement de la résine, de planter dans le bloc une étiquette mentionnant
les caractéristiques de 'otolithe inclus.

Lorsque la résine est bien prise (au bout de quelques heures), on procéde au démoulage. 11
existe un produit 4 enduire sur le moule pour éviter Padhérence de la résine sur celui-ci ; son
emploi n’est pas obligatoire.

Fic. 2. — Dloc de résine ayant servi de support pour la préparation d'un otolithe

On distingue otolithe sur la face supéricure au centre de la plage claire
qui correspond & I’étalement d’une goutte de baume du Canada
par une lamelle de verre

(l

Soloplast : Avenue de la Monta, 38 Saint-Egreve (France).
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Le plan d’usure est la face du bloc sur laquelle I'otolithe repose. L’abrasion est ctlectuée avec
des papiers abrasifs humidifiés de grain de plus en plus fin jusqu’i ce que le centre de Potolithe
soit atteint. Il convient de laver souvent la surface d’usure ¢t de bien Ia nettover quand on change
de grain afin d’éviter les rayures.

3. 2. — Coloration

Elle doit étre précédée de Pattaque de la surface usée par HCl & 1p. 100. 11 suffit de déposer
unc goutte d’acide sur Votolithe et de laver au bout d'une quinzaine de secondes.

On procéde de la méme fagon avec du Blew de Toluidine & 1 p. 100. On rince i Peau aprés
quelques secondes, Les annuli se colorent en violet. Si leur coloration est trop pale, il convient
d’augmenter le temps ; si elle est trop intense, on peut effectuer une régression & aide de HCI &
1 p. 100 jusqu’a une parfaite netteté des anneaux. On arréte le processus par un ringage i 'cau-

Aprés séchage a 'air, I'otolithe coloré est recouvert d’une goutte de baume du Canada sur
laquelle on dépose un quart de lamelle de verre pour préparations microscopiques. Le montage
ainsi réalisé (fig. 2) protége la coloration, augmente la netteté des anneaux et assure unc conser-
vation facile ct durable.

4. — CONCLUSION

Toutes fes méthodes présentées permettent avee plus ou moins de facilité ou de temps Uinter-
prétation des anncaux des otolithes de PAnguille pour la détermination de Uage. $i Pon veut
utiliser I'otolithe pour cilectuer des rétromesutres, ce qui parait faisable dCaprés Pexaz et Tesci
(1970), les limites des différentes couches devront étre précises et I'axe de mesure choisi bien
défini pour assurer des mesures comparables d’un otolithe # Vautre.

La méthodec de coloration que nous avons choisic donne des anncaux trés bien définis. Malgré
sa longueur, 'inclusion de lotolithe permet d’effectuer un plan de coupe avee beaucoup de précision
ct elle facilite en plus la manipulation, la conservation et le rangement de ces otolithes de petite
taille.

Regu pour publication en juin 1975.

SUMMARY

NOTE ON THIE PREPARATION OF OTOLITHS, PARTICULARLY THOSE OI' CLI,

Alfter a bricf description of the various methods used for preparing fish otoliths, the author
presents his own technique for the study of cel otoliths ; it is based on the inclusion process, then
grinding and coloration ol the otolith.
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