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Avant-propos
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«Toutes les grandes personnes ont d’abord été des enfants.»

Le Petit Prince (Antoine de Saint-Exupéry, 1943)



1. Contexte Halieutique

1 Contexte Halieutique

La pêche est une activité qui consiste à capturer des organismes aquatiques, tels que

des poissons, des crustacés, des mollusques ou d’autres espèces marines ou d’eau douce,

à des fins alimentaires, récréatives ou commerciales, ce, à l’aide de différentes techniques

(filets, lignes, chaluts, etc.). Cette activité varie en termes d’échelles, depuis la pêche de

subsistance à petite échelle à la pêche industrielle couvrant plusieurs océans, en passant

par la pêche artisanale qui concerne généralement une zone côtière limitée.

Actuellement, les pêches (qui englobent la gestion, les captures, la transformation et

la commercialisation du poisson) et l’aquaculture (l’élevage du poisson) jouent des rôles

importants dans l’alimentation et l’économie au niveau mondial. En effet, en 2020, la

production halieutique et aquacole a atteint 214 millions de tonnes, ce qui représente

424 milliards de dollards US, avec en moyenne 20,2 kg de produits alimentaires d’origine

aquatique consommés par habitant par an. De plus, le secteur primaire associé emploie

58,5 millions de personnes, avec environ 600 millions de personnes qui dépendent au moins

partiellement de la pêche et de l’aquaculture (FAO, 2022).

Dans l’objectif de nourrir de manière efficace, équitable et surtout durablement la

population mondiale, une gestion des stocks exploités est indispensable. Ces stocks sont

définis comme étant «la partie exploitable de la population d’une espèce dans une zone

donnée [. . . ] qui ne comprend ni les œufs, ni les larves, ni les juvéniles n’ayant pas atteint

une taille suffisante pour être capturés »(IFREMER, 2018).

1.1 Organisation et réglementations

Les informations présentées ici sont issues de sites officiels du Parlement européen et de

la Commission européenne (Comission~européenne, 2023 ; Parlement~européen,

2023).

La mise en place de moyens de gestion pour l’exploitation des ressources vivantes

des milieux marins ou dulcicoles au niveau mondial a été formalisée dans les années

1995 avec l’adoption du Code de conduite pour une pêche responsable par 170 membres

de l’Organisation des Nations Unies pour l’alimentation et l’agriculture (FAO), incluant

la France. Depuis sa création en 1945, la FAO s’est toujours positionnée dans une op-

tique d’amélioration des programmes englobant l’agriculture dans un premier temps, puis

l’aquaculture et la pêche. Son objectif est d’établir des normes alimentaires internatio-

nales, en assurant le suivi de codes de conduite permettant une exploitation responsable

des ressources (FAO, 2022, 2023a). En 1970, le Conseil Européen adopte des textes pour

l’établissement d’une organisation commune des marchés et produits issus de la pêche

pour les mers européennes.
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Le "Code de conduite pour une pêche responsable" est un recueil de principes et

d’objectifs ayant pour vocation d’aider les pays à développer et améliorer leurs secteurs

de pêche et d’aquaculture afin de conserver et gérer les ressources halieutiques et leurs

habitats. C’est aux gouvernements des pays de faire appliquer ce Code, en élaborant et

en appliquant une politique et une législation adaptées.

La zone d’étude dans laquelle se positionne ce travail est inscrite dans la zone de pêche

FAO 27 en Atlantique Nord-Est, et c’est le Conseil International pour l’Exploration de la

Mer (CIEM) qui coordonne la recherche sur les ressources et l’environnement marin, au

travers des multiples divisions géographiques (Figure 1.1) qui seront utilisées lors de l’at-

tribution des quotas de pêche par le Conseil Agriculture et pêche de l’Union Européenne

(IFREMER, 2022a).

Figure 1.1 – Carte des divisions CIEM de la zone
de pêche FAO 27. D’après ©FAO (2023b)

Chaque année, et lors de la mise en place de nouvelles régulations, ou de la révision

de ces politiques, la Commission Européenne demande un avis scientifique fourni par les

corps scientifiques que sont le Scientific, Technical and Economic Committee for Fisheries

(STECF), le Conseil International pour l’Exploration de la Mer (CIEM) et les organisa-

tions régionales des pêches. Les données permettant d’établir les avis scientifiques sont

alors collectées par les instituts de recherche des 20 états membres concernés de l’Union

Européenne, incluant la France. Les données sont collectées dans le cadre de la Data Col-

lection Framework (DCF) et sont retransmises à des groupes d’experts qui vérifient la

qualité de la donnée, l’analysent et mettent en place des modèles de gestion. Les résul-

tats de ce processus sont ensuite transmis aux corps scientifiques qui mettent en place

les avis de gestion, puis à la Commission Européenne. Celle-ci élabore des propositions

préliminaires, notamment pour les Totaux Admissibles de Captures (TAC) par stock, et

soumet ces propositions législatives à discussion dans diverses instances (conseils consul-

tatifs et comités consultatifs régionaux, Comité économique et social européen (CESE),
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Comité consultatif des pêches et de l’Aquaculture (CCPA) et le Comité des Représen-

tants Permanents (COPERER)). Suite à ces échanges, des conclusions sont présentées au

Conseil Agriculture et Pêche de l’Union Européenne, regroupant les ministères associés à

la pêche de chaque état membre. C’est le Conseil des ministres qui fixe annuellement le

volume de débarquement maximum qui est autorisé (TAC) par espèce et par zone. Les

TAC sont alors répartis en quotas nationaux (une proportion fixe des TAC est allouée

à chaque état membre annuellement). Ces quotas peuvent être assortis de mesures com-

plémentaires telles que des Longueurs Minimales de Captures (LMC), des périodes de

pêche, l’usage de certains engins de pêche ou l’accès aux zones de pêche (IFREMER,

2022b).

Figure 1.2 – Schéma résumant les différentes étapes de la gestion des ressources halieu-
tiques pour la Zone FAO 27 en France, et les outils mis en place par différents acteurs.
Avec, DGAMPA = Direction Générale des Affaires Maritimes, de la Pêche et de l’Aqua-
culture et ACOM = Advisory COMmittee. D’après ©Ifremer

En France, c’est la Direction Générale des Affaires Maritimes, de la Pêche et de l’Aqua-

culture (DGAMPA) qui a la responsabilité de la gestion des stocks dans le respect de la

réglementation européenne. Elle répartit les quotas entre les différentes organisations de

producteurs de la filière pêche. En amont, l’échantillonnage des données et l’évaluation

des ressources est effectuée principalement par l’Institut Français de Recherche pour l’Ex-

ploitation de la Mer (Ifremer), l’Institut de Recherche pour le Développement (IRD), le

Muséum National d’Histoire Naturelle (MNHN) et l’Institut National de Recherche pour

l’Agriculture, l’Alimentation et l’Environnement (INRAE).
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Figure 1.3 – Schéma des acteurs de la gestion des stocks
du CIEM en France. D’après ©Ifremer / M.A. Le Gall

En terme réglementaire, la DCF vient en appui à la Politique Commune de la pêche

qui est à la base des avis de gestion. La DCF finance, évalue et harmonise la collecte et

la gestion des données issues de l’aquaculture et de la pêche effectuées au niveau national.

La PCP propose un ensemble de règles mises en place pour la gestion durable des acti-

vités liées à la pêche et l’aquaculture, d’un point de vue environnemental, économique et

social, à l’échelle régionale et internationale. Les règles mises en place pour la gestion des

pêches ont pour but de contribuer à la conservation des ressources biologiques marines,

d’augmenter la productivité, d’assurer un niveau de vie satisfaisant aux acteurs du secteur

de la pêche, et de garantir une disponibilité des ressources alimentaires à des prix raison-

nables. Pour atteindre ces objectifs, des outils de gestion sont mis en place en fonction des

zones et des espèces, tels que des réglementations sur les engins de pêches, des diamètres

des maillages autorisés, des Longueurs Minimales de Captures (LMC), l’exploitation au

Rendement Maximal Durable (RMD) pour tous les stocks, la régionalisation des règles,

un suivi de l’origine des individus pêchés par étiquetage, et depuis 2019, l’interdiction des

rejets et l’obligation de débarquement de la totalité des captures, incluant les individus
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en dessous des Longueurs Minimales de Captures (LMC) réglementaires.

1.2 L’évaluation des stocks

Les informations suivantes sont tirées des avis délivrés par le CIEM chaque année

pour la gestion durable des stocks, ainsi que des définitions résumées dans les publication

de Biseau (2021) et Restrepo (2022).

La pêche est basée sur l’exploitation d’animaux sauvages qui ne peuvent pas être

contrôlés, à la différence des élevages en agriculture, pour en obtenir la plus grande plus-

value. L’évaluation des stocks va servir à estimer le Rendement Maximal Durable (RMD).

Le RMD «correspond à la plus grande quantité de biomasse (généralement exprimée en

tonnes) que l’on peut extraire en moyenne et à long terme d’un stock halieutique dans

les conditions environnementales existantes sans affecter le processus de reproduction

»(COBRENORD, 2023). La gestion des ressources halieutiques a donc pour but de

permettre aux pêcheurs de maximiser leurs captures sans entraver la pérennité de la

population concernée.

Avant de définir la biomasse que l’on peut extraire d’un stock, il faut évaluer l’état

de ce dernier. Pour cela, des indicateurs permettent le suivi de l’évolution des ressources.

Le premier indicateur est la Spawning Stock Biomass, ou Biomasse des Reproducteurs

(SSB) en Français, qui est la masse d’individus capables d’émettre des gamètes viables,

c’est donc la capacité d’un stock à se reproduire. Le deuxième indicateur est le taux de

mortalité par pêche. L’évolution annuelle de ces indicateurs (SSB et taux de mortalité

par pêche) sur plusieurs années (plusieurs décennies en général) permet de résumer la

pression de pêche que subit le stock. En fonction des informations disponibles, un dernier

indicateur peut être calculé, l’âge de recrutement qui est l’âge auquel il est estimé que les

poissons deviennent disponibles pour la pêche.

A partir des deux indicateurs que sont la SSB et le taux de mortalités, il est possible

d’établir des "points de référence biologiques" ou "points limites de référence", qui sont des

seuils à ne pas dépasser pour assurer une exploitation durable des stocks. Ces seuils visent

à estimer les niveaux minimums de reproducteurs nécessaires pour assurer la pérennité

du stock. Ces deux seuils Blim et Flim ont pour définition :

G Blim : le seuil de Biomasse des Reproducteurs (SSB) en dessous duquel le main-

tien du stock par le renouvellement des générations a une forte probabilité d’être

compromis. Cela souligne que le nombre de reproducteurs n’est pas suffisant pour

assurer le renouvellement de la population.

G Flim : le taux d’exploitation (mortalité par pêche) au delà duquel est présent une

forte probabilité de faire diminuer la SSB en dessous de Blim
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Ainsi, pour limiter les risques d’effondrement d’un stock exploité, le taux d’exploita-

tion de ce dernier devrait être inférieur à Flim et la Biomasse des Reproducteurs (SSB)

supérieure à Blim. Si ces critères ne sont pas respectés, alors le stock n’est pas considéré

comme étant "dans ses limites biologiques de sécurité". Afin d’atteindre le Rendement

Maximal Durable, il est nécessaire de maintenir la mortalité bien en dessous de Flim.

Cette valeur est appelée Fmsy. Pour assurer l’atteinte du RMD, les captures européennes

sont gérées par des Totaux Admissibles de Captures (TAC). En 2019, 64,6% des stock

halieutiques étaient exploités à un niveau biologique durable (FAO, 2022).

Une gestion efficace des stocks exploités est donc indispensable soit pour permettre

aux stocks en déclin de se reconstituer d’année en année, soit pour s’assurer que les stocks

ne rentrent pas en état de surexploitation. La surexploitation correspond à un prélèvement

d’individus trop élevé qui mène à la diminution du nombre de reproducteurs conduisant

à l’effondrement du recrutement, à un niveau pour lequel ce stock ne pourra plus être

exploité. Ainsi, une exploitation raisonnée des stocks passe avant tout par une estimation

précise des indices que sont la SSB et la mortalité par pêche, qui eux-même sont dépen-

dants de la qualité de la donnée récoltée. Dans ce cas, ce sont les informations relatives à

la maturité sexuelle qui permettent non seulement le calcul de la Biomasse des Repro-

ducteurs (SSB), mais aussi d’estimer des métriques telles que l’ogive de maturité. L’ogive

de maturité permet l’estimation des percentiles de la distribution des individus sexuelle-

ment matures et ceux immatures, par rapport à la longueur ou l’âge (Dominguez-Petit

et al., 2018 ; West, 1990). Cela permet d’estimer, par exemple, la longueur (L50) ou l’âge

(A50) auxquels 50% de la population se reproduit.

En fonction des données disponibles pour un stock, ces analyses peuvent être plus ou

moins complètes. Les stocks au sein du CIEM sont classés dans 6 catégories, allant de 1

à 6 en fonction de la donnée et des connaissances disponibles. En général, une évaluation

analytique est possible pour les stocks de catégories 1 et 2.

2 Maturité sexuelle : données et utilisation

En halieutique, les données concernant le paramètre de maturité sont utilisées pour

calculer les ogives de maturité ou la Biomasse des Reproducteurs (SSB). La maturité peut

être suivie pour les deux sexes, mais elle est généralement mesurée chez les femelles, car le

recrutement est lié à la production d’ovocytes par les femelles (Beverton et al., 1993).

Afin de déterminer la maturité, plusieurs méthodes sont disponibles. En 2014, pour 148

stocks concernant 53 espèces dans 8 écorégions de la zone FAO 27, l’évaluation annuelle des

stocks n’incluait pas la maturité pour 59% des stocks. Seuls 14% des stocks disposaient

d’une ogive de maturité annuelle estimée à partir des données récoltées (ICES, 2014).

Cette faible utilisation de la maturité dans le processus d’évaluation était soit liée à une
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mauvaise qualité des données soit à leur absence. La donnée était qualifiée de "mauvaise"

quand le protocole d’échantillonage était manquant, quand le calcul de l’ogive de maturité

n’était pas explicité ou si ce dernier incluait les deux sexes d’une espèce.

2.1 Échelle de maturité

L’échelle à 6 phases a été mise en place en 2014 lors du Workshop for Maturity Staging

Chairs (WKMATCH), et améliorée et standardisée en incluant les mâles et femelles, puis

généralisée à toutes les espèces de téléostéens et élasmobranches (Figure 1.4). Les termes

utilisés sont alors redéfinis en se basant sur la littérature scientifique (Brown-Peterson

et al., 2011 ; Lowerre-Barbieri et al., 2011).

Figure 1.4 – Schéma des 6 phases pouvant
être trouvées chez les téléostéens, adaptées
des grilles de l’ICES (2018). Avec Immature
(A), Développement (B), En ponte (C) et
Régression / Régénération (D), Omission de
ponte (E) et Anormal (F). D’après Martin
(2022)

Si certaines espèces montrent des spécificités, des sous-phases rattachées aux 6 phases

principales peuvent être utilisées. Ce sous-découpage permet de prendre en compte les
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particularités de l’espèce, sans perdre la cohérence et la traçabilité de l’information. Ces

sous-phases, décrites dans le Tableau 1.1, vont permettre de classer avec plus de préci-

sion les espèces qui participent à plusieurs évènements de ponte lors d’une même saison

de reproduction ou encore les espèces vivipares. En 2018, la grille a été reprise lors du

Workshop for Advancing Sexual Maturity Staging in Fish (WKASMSF), en renommant

les phases de A à F. Elle est la grille de référence utilisée pour l’échantillonnage des para-

mètres biologiques en halieutique en Europe à l’heure actuelle (Boois et al., 2023 ; ICES,

2018).

La détermination de la phase de maturité peut être d’une part effectuée sur la base de

critères macroscopiques, détaillée dans le Chapitre 2, d’autre part elle peut être déterminée

sur la base de l’analyse de l’Indice Gonado-Somatique (IGS).

2.2 Indice gonado-somatique

La masse de la gonade est fortement corrélée à la longueur du poisson, ainsi, pour

éliminer l’influence de la masse du corps, l’Indice Gonado-Somatique (IGS) calculé ex-

prime la masse de la gonade ramenée sur le pourcentage de la masse totale de l’individu

(Équation (1.1)) ou de la masse sans viscères (Équation (1.2)) (Nikolsky, 1963).

IGS(%) =
Masse des gonades

Masse totale de l’individu
∗ 100 (1.1)

IGS(%) =
Masse des gonades

Masse de l’individu sans viscères
∗ 100 (1.2)

La dynamique de l’IGS dans le temps dépend du développement de l’ovaire et donc

du cycle de reproduction de l’espèce. Les espèces tropicales qui pondent tout au long de

l’année supportent ainsi des dynamiques d’IGS beaucoup moins marqués par rapport aux

espèces des zones tempérées qui montrent un développement important sur une saison de

reproduction bien définie (Nikolsky, 1963). Chez les espèces pour lesquelles les femelles

ont un fort investissement dans la reproduction, l‘IGS peut atteindre 15 à 40% pendant

la période du frai (Tyler et al., 1996).

Néanmoins l’utilisation de cet indice a été remis en question, avec le besoin de vali-

dation préalable de son utilisation en fonction de l’espèce considérée (De Vlaming et

al., 1982). En effet, plusieurs espèces présentent un IGS corrélé à leur longueur, avec une

masse de l’ovaire qui croit plus rapidement en fonction de la longueur (West, 1990).
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2.3 Méthode "whole mount"

Des méthodes microscopiques classiques pour l’estimation de la maturité sont l’his-

tologie et la stéréologie, qui seront plus amplement décrites en Chapitre 3. une autre

méthode est l’examination des tissus entiers (whole mount method).

C’est une méthode plus précise que l’identification par critères macroscopiques et plus

simple à mettre en place que l’histologie. Elle permet d’examiner les ovocytes soit sous

microscope soit sous loupe binoculaire. Le liquide de Gilson permet de dissocier la paroi

gonadique des ovocytes et de préserver ces derniers. Les ovocytes entiers sont alors classés

en stade en fonction de leur degré de transparence et de leur diamètre pour déterminer

la phase de maturité (Clark, 1934). Witthames et al. (2009) ont aussi exploré la

possibilité de colorer les ovocytes (avec de l’éosine, du rose bengal ou le réactif de Schiff)

afin d’améliorer l’identification des stades, notamment des ovocytes à alvéoles corticales,

des follicules post-ovulatoires et des follicules en atrésie, montrant que l’intensité des

teintes variaient en fonction de l’espèce étudiée.

Il est aussi possible de coupler cette méthode à l’utilisation d’un compteur à particule

(Witthames et al., 1987). Cet instrument utilisé notamment pour l’estimation de la

fécondité, permet un comptage et la mesure automatique des ovocytes, cela de manière

rapide sur un volume d’ovocytes plus important. Les classes de tailles issues de ce comp-

tage sont associées à des stades cellulaires, et l’attribution d’une phase de maturité est

faite en fonction du stade cellulaire au diamètre le plus grand.
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Tableau 1.1 – Tableau récapitulatif des phases de maturité telles que définies
par le CIEM (ICES, 2014, 2018)
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2.4 Autres méthodes pour la détermination de la maturité

D’autre méthodes, moins utilisées en halieutique, existent pour estimer la matu-

rité.

L’indice hépato-somatique, calculé sur le même principe que l’IGS, peut être utilisé

pour les espèces qui stockent des réserves énergétiques au niveau du foie. La teneur en

gras peut aussi être notée. Ces indices sont utilisés notamment chez les petits pélagiques

(Nunes et al., 2011). Il est aussi possible d’obtenir d’autres mesures macroscopiques,

telles que la coloration moyenne de l’ovaire et les mesures des dimensions d’ovaires, comme

outil pour prédire la phase de maturité (Midway et al., 2013). Une autre méthode est

le dosage d’hormones sexuelles (estradiol, vitellogénine, testostérone, etc.) dans le plasma

et les gonades, permettant de relier les différentes phases de maturité aux concentrations

d’hormones (Kagawa et al., 1983 ; Pavlidis et al., 2000). Un autre procédé permettant
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d’identifier le sexe et l’état de maturité des individus utilise la transcriptomique. En effet,

lors de la transcription de certaines protéines dans la gonade, Rojo-Bartolomé et

al. (2016, 2017) ont noté une accumulation d’acide ribonucléique ribosomales (ARNr) de

petites tailles en présence d’ovocytes primaires, et des ARNr de grandes tailles en présence

d’ovocyte en vittellogenèse. Finalement, la revue bibliographique de Novelo et al. (2010)

met en avant l’analyse d’images par ultrasons (ultrasonographie) comme méthode pour

différencier les individus mâles ou femelles et matures ou immatures. Cette méthode a la

particularité de ne pas nécessiter la mise à mort du poisson, et est donc mise en oeuvre

notamment pour le contrôle du développement gonadique des espèces fragiles ou à très

forte valeur commerciale telles que l’esturgeon (Scaphirhynchus spp.) ou la morue (Gadus

morhua).

Il est à noter que l’ensemble de ces méthodes utilisent comme base de validation soit la

détermination des phases de maturité par l’observation macroscopique ou par l’histologie.

Ces approches sont donc validées en s’appuyant sur les phases déterminées par les deux

méthodes utilisées dans ce travail de thèse.

3 Traits d’histoire de vie

Au-delà de son utilisation en halieutique, la maturité sexuelle est un trait d’histoire

de vie dont l’étude est essentielle à la compréhension des dynamiques des populations

naturelles. Cette section détaille son importance dans le cadre de la théorie des traits

d’histoire de vie. Ces éléments sont tirés du travail mené pendant le stage de Master 2 de

V. Martin (2022).

3.1 La théorie des traits d’histoire de vie

La théorie des traits d’histoire de vie a pour objectif d’expliciter les mécanismes qui

conditionnent le succès reproducteur des organismes (Stearns, 2000). Ces mécanismes

comportent des composantes écologiques (pression de sélection) et génétiques (variabilité

allélique) et influeront les traits impactant la survie et la fécondité des individus. Ces

traits incluent la longueur à la naissance, le mode de croissance, la longueur et l’âge

à maturité sexuelle, la fécondité, la sénescence et la mortalité. Ils ont un effet direct

sur la dynamique des populations associées et conditionnent donc leur devenir. Étant

conditionnés par l’environnement, et donc par la sélection naturelle, ces traits peuvent

se retrouver sous des fonctions antagonistes, les faisant évoluer selon des compromis (ou

trade-offs) (Stearns, 1989).

Ces trade-offs empêchent l’ensemble des traits d’être maximisés simultanément, ce

qui peut ainsi représenter des bénéfices pour certains traits et des coûts pour d’autres.
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Par exemple, un individu participera à une saison de reproduction au détriment de sa

croissance ou de sa survie, ce qui impactera ses futures reproductions. Le premier cas de

figure (compromis entre reproduction et survie) découle d’une allocation concurrentielle

pour les ressources énergétiques disponibles, souvent limitées, dans le milieu. L’allocation

concurrentielle est une situation durant laquelle l’apport énergétique peut être détourné

afin de privilégier un processus (i.e. la reproduction) aux dépens d’un autre (i.e. la crois-

sance) (Stearns, 1989). Le second cas de figure est le compromis entre la reproduction

actuelle et la ou les reproductions futures. Ce scénario met en jeu la probabilité de survie

de l’individu entre deux évènements de ponte, ce qui amène donc à la question de l’inves-

tissement énergétique dans chaque évènement de ponte compte tenu de cette probabilité

(McBride et al., 2015).

3.2 Maturité sexuelle et populations exploitées

La longueur ou l’âge à maturité sont des traits d’histoire de vie clés car ils influencent

le succès reproducteur de l’individu, et impactent directement la dynamique de sa popula-

tion. En gestion des populations naturelles exploitées, et notamment en halieutique, l’évo-

lution de la longueur à première maturité impactera la productivité du stock (Trippel,

1995). Les traits d’histoire de vie associés à la maturité peuvent aussi évoluer en fonction

de trade-offs. Par exemple, une maturité sexuelle anticipée chez une espèces à fécondité

indéterminée, en présence de facteurs favorables, pourra permettre plusieurs évènements

de ponte lors d’une même période de reproduction (Stearns, 1992). À l’inverse, une ma-

turité plus tardive peut permettre la production d’une progéniture de meilleure qualité,

ayant de meilleures chances de survie (Stearns, 2000).

Les facteurs environnementaux jouent aussi une part importante dans le contrôle des

cycles de reproduction. En effet, la photo-période est le facteur le plus influent qui déclen-

chera ce développement, mais en fonction de l’espèce on peut aussi retrouver l’influence des

paramètres physico-chimiques, comme le changement de salinité chez le saumon Salmo sa-

lar, ou les facteurs sociaux (signaux des congénères par stimuli sonore, visuel ou chimique),

notamment chez les espèces hermaphrodites. L’ensemble de ces facteurs permettent, en

autre, la coordination d’une synchronisation de la maturation et l’émission des gamètes

au niveau de la population (Bromage et al., 2001).

La reproduction chez les poissons est adaptée aux fluctuations de leur milieu (variation

naturelle des saisons ou migration dans le cycle de vie de l’espèce). Pour les espèces qui se

reproduisent en fonction des saisons, ces adaptations permettent aux larves d’avoir accès

à la nourriture à l’éclosion. Cet ajustement dépendra des caractéristiques de l’espèce tel

que le temps que l’embryon passe dans la colonne d’eau avant l’éclosion, temps qui est

lui-même relié au diamètre de l’œuf et sa teneur en vitellus. Cette adaptation requiert
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ainsi l’anticipation de la gamétogenèse dont la mise en place peut durer quelques mois

jusqu’à plus d’un an (Bromage et al., 2001).

Si les traits d’histoire de vie individuels sont déterminés par la pression de sélection

comme évoqué plus haut (Jorgensen, 1990), la plasticité phénotypique participe aussi à

leurs déterminations (Agrawal, 2001). La capacité que possède un organisme à exprimer

différents phénotypes en fonction de son environnement peut donc influencer la longueur

et l’âge à maturité (Law, 2000). Identifier les causes de cette variabilité est alors essentiel

dans le cadre de la gestion des stocks, afin d’orienter au mieux les mesures prises (i.e. les

Longueurs Minimales de Captures).

Avec le XIXème siècle arrive l’industrialisation et les progrès techniques qui viennent

s’associer au monde de la pêche et de nouvelles problématiques vont voir le jour. Deux

facteurs prépondérants vont alors influencer les traits d’histoire de vie des espèces marines

exploitées. Le premier facteur inclut la variabilité environnementale naturelle et les pres-

sions de sélection biotique et abiotique correspondantes, alors que le second correspond

à l’impact des activités anthropiques (Palomares et al., 2020). Ces derniers incluent

l’exploitation par les pêcheries et les modifications de l’environnement marin induites par

l’Homme (réchauffement climatique, eutrophisation des zones côtières, modification des

habitats).

Un des enjeux principaux du changement climatique est l’augmentation de la tempé-

rature globale et son influence directe sur celle des océans. Ce phénomène peut avoir un

impact sur les cycles de vie des individus et ainsi conduire à des réponses par plasticité

phénotypique des populations. La température peut modifier directement ou indirecte-

ment les taux de croissance des individus, notamment celui des juvéniles (Teal et al.,

2008). Par exemple, elle peut avoir tendance à accélérer le métabolisme et la physiologie

de l’individu (Dhillon et al., 2004), notamment chez les espèces ectothermes qui vont

voir leurs processus physiologiques et endocriniens régulés. De cette manière, les individus

peuvent être amenés à atteindre la maturité plus précocement et ainsi voir leur longueur

et leur âge à maturité diminuer (Drinkwater et al., 2002). À l’inverse, la température

peut aussi jouer le rôle de facteur limitant à certains stades de la gamétogenèse (matura-

tion méiotique et ovulation chez les salmonidés arrêtées chez la truite arc-en-ciel à 18°C

par exemple (Pankhurst et al., 1996)).

Dans le contexte de l’augmentation de l’exploitation halieutique, des études ont si-

gnalé une diminution de la longueur et l’âge à maturité pour différents stocks (Ernande

et al., 2004 ; Heino et al., 2015 ; Jørgensen et al., 2007). Deux processus ont été pro-

posés pour expliquer ce phénomène. Tout d’abord, une maturité précoce pourrait ap-

paraître comme une réponse compensatoire à la pêche (Borisov, 1978 ; Policansky,

1993 ; Trippel, 1995). Cette réponse serait liée à la plasticité phénotypique : un change-
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ment dans l’expression des gènes induisant une modification du phénotype, en réponse à

l’environnement. Ainsi, en réduisant l’abondance des populations, la pêche diminuerait la

compétition intra-spécifique et/ou inter-spécifique pour les ressources (Lorenzen et al.,

2002 ; Rose et al., 2001). Les poissons épargnés pourraient ainsi grandir plus rapidement

et atteindre une longueur à maturité sexuelle prématurément (Jorgensen, 1990 ; Law,

2000 ; Trippel, 1995).

Le deuxième processus concerne le taux de mortalité engendré par la pêche pou-

vant être jusqu’à 4 fois supérieur à celui de la mortalité naturelle (Mertz et al., 1998).

Ce taux de mortalité pourrait donc être une pression de sélection sur la population et

générer une réponse évolutive (Borisov, 1978 ; Law et al., 1989 ; Policansky, 1993 ;

Trippel, 1995). La pêche déclencherait donc un événement de sélection des individus

dont le phénotype leur confère la meilleure chance de survie. Une longueur ou un âge à

maturité plus précoce pourrait résulter d’une réponse démographique adaptative, face à

l’augmentation de la mortalité des classes de longueurs plus grandes (Dieckmann et al.,

2007 ; Heino et al., 2008 ; Policansky, 1993 ; Ricker, 1981). La caractéristique fon-

damentale de cette composante est qu’elle serait stable dans le temps car elle conduit

à la modification de la composition génotypique de la population (Heino et al., 2002 ;

Hutchings, 2000 ; Kuparinen et al., 2007). L’existence d’une évolution induite par la

pêche (Fisheries-induced evolution) reste néanmoins à démontrer. Certains travaux anté-

rieurs ont apporté une réponse positive à cet aspect (i.e. Rijnsdorp, 1993). Néanmoins,

il est apparu récemment que les données disponibles ne permettaient pas de prouver de

manière satisfaisante ce phénomène évolutif (Pinsky et al., 2021) et que le postulat de

la réponse plastique semblait suffisant pour expliquer les schémas observés (Jorgensen,

1990 ; Smith, 1994 ; Trippel, 1995).

Si ces éléments sont centraux dans les études de la dynamique des populations na-

turelles, l’information principale sur laquelle ils se basent est l’observation fiable de la

maturité sexuelle au niveau de l’individu.

4 Ovogenèse chez les téléostéens

4.1 Les modes de reproduction

L’analyse des traits d’histoires de vie associée à la reproduction des téléostéens se

fait généralement chez les femelles, dans la mesure où le recrutement est lié à la quan-

tité d’œufs formés et donc à la production d’ovocytes par les femelles. La plupart des

téléostéens participent à plusieurs évènements de reproduction au cours de leur vie (ité-

roparité), les cas de sémelparité restant rares chez les poissons. L’hermaphrodisme (syn-

chrone ou simultané) est décrit chez un petit nombre d’espèces (2% des espèces) (Pavlov
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et al., 2016). Les hermaphrodites simultanés présentent une gonade mâle et une gonade

femelle, toutes les deux fonctionnelles en même temps (Dominguez-Petit et al., 2017),

au contraire des hermaphrodites séquentiels : ces types d’hermaphrodites sont le plus

souvent protogyniques (l’individu est d’abord femelle puis devient mâle), mais peuvent

aussi être protandriques (l’individu est d’abord mâle puis devient femelle), parfois bidi-

rectionnels (ou alternatifs) (la femelle devient mâle et vice versa) (Dominguez-Petit

et al., 2017). Les hermaphrodites peuvent présenter 3 types de morphologies gonadiques

(délimité, séparé et mélangé), présentées dans la Figure 1.5.

Figure 1.5 – Schéma des différents types de morphologies gona-
diques chez les hermaphrodites. Les zones grisées correspondent au
tissu testiculaire et les zones roses au tissu ovarien. La ligne rouge est
une membrane conjonctive pouvant séparer les compartiments. D’après
Dominguez-Petit et al. (2017)

La situation de gonochorisme reste la plus fréquente chez les téléostéens, qui ne pro-

duiront tout au long de leur vie qu’un seul type de gamètes. Le dimorphisme sexuel est

rarement visible. Chez les ovipares à fécondation externe, mâles et femelles émettent gé-

néralement leurs gamètes en même temps dans la colonne d’eau où a lieu la fécondation

(Jalabert, 2005).

Lors de la période du frai, l’émission des ovocytes peut être effectuée selon deux

modes (Tyler et al., 1996). Les espèces dites "total spawner" émettent la totalité des

ovocytes hydratés de façon massive sur une courte période lors d’un seul évènement de

"ponte", cet épisode peut s’étendre sur une à deux semaines. Les espèces dites "batch

spawner" forment une plus faible quantité d’ovocytes matures qui seront émis par lots

(batch) en plusieurs évènements s’étalant tout au long de la période du frai. Le nombre

d’évènements d’émission d’ovocytes et la durée de la période totale d’émission dépend de

l’espèce. L’émission de gamètes sur une longue période de temps peut être vue comme une

stratégie pour augmenter la probabilité de survie des juvéniles, mais peut aussi être liée

à une contrainte anatomique pour les espèces les plus fécondes : la quantité d’ovocytes

matures formés séquentiellement reste compatible avec la capacité d’expansion de la cavité

abdominale du poisson (Fordham et al., 1999).

Ces différents modes de reproduction ont inévitablement un impact sur le potentiel
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de reproduction, qui est la mesure de la capacité de la population à produire des

œufs et/ou larves viables. Mais d’autres facteurs peuvent également moduler ce potentiel

de reproduction au niveau de l’espèce, comme la Biomasse des Reproducteurs (SSB), la

structure en âge des adultes, la proportion entre individus se reproduisant pour la première

fois et les individus se reproduisant à nouveau, la condition physique de l’individu, et

finalement l’âge et la longueur auxquels les individus sont sexuellement matures (Murua

et al., 2003).

Comprendre et bien décrire le déroulement de la gamétogenèse chez une espèce est

donc une étape essentielle pour estimer précisément son potentiel de reproduction, me-

suré par la fécondité (c’est à dire le nombre d’ovocytes produits par une femelle). Cette

fécondité peut être déterminée ou indéterminée (Hunter et al., 1992). Pour les espèces

à fécondité déterminée, la fécondité totale avant le début de l’émission est la fécondité

annuelle potentielle. Les espèces à fécondité déterminée qui présentent plusieurs évène-

ments d’émission d’ovocytes dans une même période (batch spawner) auront un nombre

total d’ovocytes en vitellogenèse qui diminuera à chaque évènement d’émission, du fait

de l’absence de recrutement des cohortes d’ovocytes primaires. Pour les espèces à fécon-

dité indéterminée, la fécondité annuelle potentielle n’est pas fixée avant le début de la

ponte. Les ovocytes qui ne sont pas encore entrés en vitellogenèse continuent à maturer

progressivement et sont émis avant la fin de la saison de reproduction en cours. Ce recru-

tement d’ovocytes en pré-vitellogenèse pendant la saison de reproduction est décrit sous

l’appellation de "vitellogenèse de novo".

4.2 Structure et organisation des ovaires

L’ovogenèse est le développement des cellules de la lignée germinale femelle, depuis

l’ovogonie jusqu’à l’ovocyte mature hydraté. Elle se déroule dans les ovaires, organes le

plus souvent pairs, situés dans la cavité abdominale des téléostéens. Les ovaires sont

généralement de forme allongée, orientés longitudinalement dans la cavité abdominale et

sont maintenus par du tissu conjonctif. La partie postérieure de chaque ovaire se prolonge

par un oviducte connecté à la papille uro-génitale (Figure 1.6) (Jalabert, 2005).
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Figure 1.6 – Schéma anatomique d’un téléostéen. D’après ©Sharon
High School

La Figure 1.7 schématise les deux types d’organisation structurelles chez les téléos-

téens ovipares, l’ovaire gymnovarien qui est ouvert vers la cavité abdominale et l’ovaire

cystovarien enfermé dans une membrane ovarienne (capsule ovarienne ou paroi gonadique)

qui peut être musculeuse ou non (Hoar, 1957).

Chez les téléostéens ovipares à fécondation externe, l’ovaire est organisé en lamelles

(Pavlov et al., 2016) : l’ovaire forme un sac dont les replis internes constituent les la-

melles ovariennes. Les parois des lamelles sont constituées d’un épithélium germinal au

niveau duquel sont retrouvées des cellules de la lignée germinale (qui seront à l’origine des

ovocytes) et leurs cellules somatiques associées (Jalabert, 2005 ; Kagawa, 2013).
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Figure 1.7 – Schéma de la structure des ovaires de téléostéens de type
(A) cystovarien et (B) gymnovarien. D’après Kagawa (2013)

La dynamique cellulaire de cette organisation peut être synchrone, groupe-synchrone

ou asynchrone (Wallace et al., 1981). Dans le cas d’une dynamique cellulaire syn-

chrone, le développement et l’ovulation de la totalité des ovocytes se font de façon syn-

chrone. Il n’y a pas de renflouement du stock d’ovocytes par une cohorte moins développée.

Ce schéma est retrouvé chez les téléostéens sémelpares. Les espèces à dynamique groupe

synchrone présentent au moins deux cohortes d’ovocytes qui peuvent être observées tout

au long de la reproduction. La première cohorte est une population synchrone d’ovocytes

au stade le plus avancé, elle est aussi appelée couvée ou clutch. Elle sera émise lors d’un

premier évènement de "ponte" de la saison de reproduction en cours. La seconde cohorte

est constituée de cellules germinales à des stades plus hétérogènes qui seront émises par la

suite, dans la même saison de reproduction. Cette dynamique est généralement observée

chez les espèces itéropares présentant de courtes saisons de reproduction. Chez les espèces

asynchrones, des ovocytes à tous les stades de développement sont présents dans les

ovaires sans qu’une cohorte ne soit dominante par rapport aux autres, et cela pour tous

les stades cellulaires avant l’hydratation. Lorsque la phase d’hydratation débute, il est

possible d’identifier une population d’ovocytes en pré-vitellogenèse et une autre popula-

tion d’ovocytes de diamètres plus importants en vitellogenèse. Ce schéma est retrouvé

également chez les espèces itéropares présentant des saisons de ponte longues. Dans ces

cas-là, l’accumulation de vitellus dépendra surtout de la disponibilité en nourriture dans

le milieu (Wallace et al. (1981) et références associées).
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4.3 L’ovogenèse

Les cellules de la lignée germinale génèrent des gamètes haploïdes impliqués dans la

transmission de l’information génétique d’une génération à la suivante. Chez les femelles,

ce processus est appelé ovogenèse, il est à l’origine de la formation d’ovocytes matures

retrouvés dans un follicule ovarien. Chez les poissons, l’ovogenèse est divisée en cinq étapes

et repose sur les processus de mitose et de méiose : la prolifération des gonies (I), la pré-

vitellogenèse (II), la vitellogenèse (III), la maturation (IV) et l’ovulation (V). Les grandes

étapes de ce processus seront brièvement reprises dans ce document en s’appuyant sur les

revues de Biswas et al. (2021), Jalabert (2005), Lubzens et al. (2010) et Yön et al.

(2015).

4.3.1 Origine des cellules germinales

Durant les premières divisions embryonnaires, quelques blastomères qui seront à l’ori-

gine de la lignée germinale s’individualisent, ils donneront les cellules germinales primor-

diales (CGP). Ces cellules dont le protoplasme est dense et granuleux, contiennent des

ARN et des protéines spécifiques, comme par exemple les protéines vasa et nanos, utili-

sées pour l’identification des CGP (Figure 1.8a). Ces CGP observables en microscopie

sont caractérisées par leur forme sphérique, d’un diamètre allant de 10 à 20 mm selon les

espèces, un noyau excentré dont l’enveloppe nucléaire est souvent irrégulière, avec un ou

deux nucléoles. De plus, les cellules germinales primordiales présentent un "nuage", visible

en microscopie électronique à transmission, qui apparaît sous forme de granules localisés

contre la face cytoplasmique de l’enveloppe nucléaire (Figure 1.8b).
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Figure 1.8 – a : Mise en évidence des cellules germinales primordiales chez une larve de
Danio rerio 24 heures après fécondation. Les CGP sont marquées à l’aide d’un anticorps
anti-Vasa

, b : CGP de larve de Danio rerio en microscopie électronique à transmission, avec le

noyau (n), le cytoplasme (sit), une mitochondrie et le "nuage" (flèches) Images provenant

de Yön et al. (2015)

4.3.2 La prolifération des ovogonies

Les cellules germinales primordiales entament au cours du développement une migra-

tion vers la crête génitale, où se développeront les gonades. Quand elles ont atteint la

crête génitale, ces CGP totipotentes s’associent aux cellules somatiques présentes et se

différencient en cellules germinales, colonisant la gonade.

Sous l’effet d’hormones gonadotropes (17β-estradiol (E2)) et 17,20β-dihydroxy-4-

pregnen-3-one (17,20βP)), les cellules germinales précoces (diploïdes) subissent des di-

visions mitotiques, et de cette prolifération seront issues les niches germinales. Contraire-

ment à ce qui est retrouvé chez les mammifères, ces cellules précoces continuent à proliférer

chez les femelles adultes (Tokarz, 1978).

4.3.3 La pré-vitellogenèse

Cette phase correspond à l’entrée en méiose des cellules germinales qui portent alors le

nom d’ovocytes primaires. La première division est bloquée en fin de prophase I. L’ovocyte

primaire présente dans son noyau des nucléoles dont le nombre augmente progressivement

(Selman et al., 1993). Pendant cette phase de croissance primaire, les cellules germinales

s’enveloppent de deux assises différentes d’origine somatique. La première est la granulosa,

composée de cellules somatiques morphologiquement semblables, à l’exception des cellules

hautement spécialisées qui formeront le micropyle (Kagawa, 2013). Ces cellules de la
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granulosa sécrètent la lamina basa (ou lame basale). La seconde assise cellulaire externe

forme la thèque, associée à des vaisseaux sanguins. Des microvillosités apparaissent à la

surface de l’ovocyte et s’étendent vers les cellules de la granulosa, dans la zone où se

formera la future zona radiata.

Par définition, un ovocyte enveloppé des cellules de la granulosa, de la lamina basa et

de la thèque, constitue un follicule ovarien (Tyler et al., 1996). Les ovocytes primaires

(ovocytes issues de la croissance primaire) comprennent l’ensemble des follicules ovariens

en première division méiotique avant le stade à alvéoles corticales (CA).

Avant l’entrée en vitellogenèse, le stade à alvéoles corticales est le premier stade issu

de la croissance secondaire. C’est une structure clé dans le suivi de l’ovogenèse car elle in-

dique que la femelle a atteint un état sexuellement mature (Tomkiewicz et al., 2003). La

formation des CA est associée à la production chez les femelles matures d’hormones sté-

roidiennes (E2 et Follicle stimulating hormone (FSH)) indicatrices de maturité sexuelle.

Au fur et à mesure de la vitellogenèse, les CA sont déplacées vers la zona radiata, alors

que les gouttelettes de vitellus s’accumulent dans le cytoplasme de l’ovocyte (Selman

et al., 1993). Le contenu de ces vésicules est libéré sous la zona radiata au moment de la

fécondation et jouera un rôle dans la restructuration des protéines qui forment la zona

radiata.

L’apparition des CA est suivie d’une augmentation du diamètre de l’ovocyte. Le

nombre de CA croît au fur est à mesure que l’ovocyte se développe et que son diamètre

augmente (Wallace et al., 1981). La zona radiata se forme à la base des microvillosités,

et s’épaissit progressivement jusqu’à l’ovulation. Des gouttelettes lipidiques apparaissent

alors dans le cytoplasme, elles seront plus abondantes dans les premiers stades de la

vitellogenèse.
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Figure 1.9 – Schéma d’un follicule ovarien, représentant l’ovo-
cyte entouré par sa zona radiata et les cellules spécialisées de la
granulosa et de la thèque (Kagawa, 2013). Adapté de Hoar
et al. (1978)

4.3.4 La vitellogenèse

La vitellogenèse est un processus long qui peut, chez certaines espèces, durer plus

d’un an (Junquera et al., 2003). Elle est définie par l’accumulation de vitellogénine

(phospholipoglycoproteins) dans l’ovocyte (Le Menn et al., 2007), et s’amorce suite à

l’augmentation de FSH et E2 dans le sang (Swanson et al., 2003). La présence de E2

stimule la synthèse de vitellogénine principalement par le foie et cette dernière sera trans-

portée dans l’ovocyte grâce aux capillaires sanguins associés à la thèque. Les cellules de

la granulosa participent aussi à la stéroïdogenèse en synthétisant l’estradiol, à partir de

précurseurs transmis par des cellules de la thèque, qui sera acheminé à l’ovocyte par les

microvillosités.

Les gouttelettes de vitellus, ainsi que les gouttelettes lipidiques, s’accumulent progres-

sivement dans les ovocytes en vitellogenèse. En fin de vitellogenèse, l’ovocyte est enveloppé

d’une zona radiata épaisse (enveloppe fibreuse, poreuse et souvent d’aspect strié) et des

deux assises cellulaires (folliculaires et thèque).

4.3.5 La maturation et l’ovulation

Le début de la maturation est marqué par la migration du noyau (ou vésicule ger-

minale) vers le pôle animal de l’ovocyte. Une fois cette migration achevée, la première
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division méiotique reprend. L’entrée en métaphase se traduit par une rupture de l’en-

veloppe nucléaire (Murua et al., 2003). Cette phase est associée à une augmentation

importante d’hormone lutéinisante (LH) dans le sang, stimulant la synthèse de stéroïdes

induisant la maturation (maturation inducing steroid (MIS)) telle que la 17,20βP. Les

MIS varient en fonction de l’espèce et sont des dérivés des progestérones. Ils sont res-

ponsables du déclenchement de la rupture de la vésicule germinative (Germinal vesicule

breakdown (GVB)), de l’hydratation et de l’augmentation du volume de l’ovocyte.

Chez un grand nombre d’espèces, l’hydratation des ovocytes débute une fois la migra-

tion du noyau accomplie, juste avant l’ovulation (Murua et al., 2003). Pendant la phase

d’hydratation, les gouttelettes de vitellus fusionnent entre elles, formant une masse de

vitellus unique et liquide. Les structures cristallines internes se dissocient, donnant aux

ovocytes matures leur aspect translucide (Cerdà et al., 2007). L’augmentation rapide du

volume des follicules ovariens est due à l’augmentation de sa teneur en eau, phénomène

notable chez les téléostéens marins dont les œufs seront pélagiques, afin d’assurer leur

flottabilité (Kagawa, 2013).

La phase d’hydratation et de maturation est courte, et se termine par la rétractation

des microvillosités de l’ovocyte et la rupture localisée des cellules folliculaires, expulsant

l’ovocyte bloqué en métaphase II. L’émission des ovocytes matures dans le lumen de la

cavité ovarienne (ou abdominale en fonction de l’espèce) est appelée ovulation. Finale-

ment, une fois émis, les ovocytes seront "pondus" dans le milieu en passant par l’oviducte

et la papille uro-génitale.

26



4. Ovogenèse chez les téléostéens

Figure 1.10 – Schéma de synthèse de l’ovogenèse chez les téléostéens, avec E2
= 17β-estradiol, 17,20βP = 17,20β-dihydroxy-4-pregnen-3-one, FSH = hormone
de stimulation folliculaire, LH = hormone lutéinisante, MFP : maturation pro-
moting factor et GVB = rupture de la vésicule germinative. D’après Biswas
et al. (2021)

4.4 L’atrésie

L’atrésie folliculaire, ou juste atrésie, est la dégénération de l’ovocyte. C’est un proces-

sus de régulation ovarien, commun à tous les ovaires de vertébrés (Miranda et al., 1999 ;

Saidapur, 1978), qui est retrouvé à tous les stades de la folliculogenèse (Guraya, 1986).

Un fort taux d’atrésie est un marqueur d’arrêt du cycle de reproduction de l’individu

(Hunter et al., 1985b).

Ce sont les ovocytes en vitellogenèse qui entrent le plus souvent en atrésie. Il semble

que l’atrésie soit plus fréquente chez les femelles entrant tardivement dans la période

de ponte (Glenten et al., 2010). La totalité des ovocytes en vitellogenèse n’atteignent

pas la maturité complète ou ne seront pas ovulés, ils entrent alors en dégénérescence

(Saidapur, 1978), et l’atrésie permet la lyse du vitellus et sa résorption pour redistribuer

les composés du vitellus riches en énergie vers le reste des organes de l’individu (Wood

et al., 2003). Une augmentation de l’atrésie folliculaire peut être engendrée par plusieurs

facteurs physiologiques, physiques ou environnementaux tels qu’un manque d’apport en

nourriture, des changements de température, un stress ou la présence de perturbateurs

endocriniens (Glenten et al., 2010 ; Guraya, 1986).

27



Chapitre 1. Introduction générale

L’atrésie a été étudiée chez plusieurs espèces de téléostéens, et même si des différences

sont notées entre les espèces, le processus général de la mise en place des corps atrétiques

est entraîné par la désorganisation et la phagocytose des follicules. Ce processus a été

décrit par plusieurs auteurs, notamment Hunter et al. (1985b), Lambert (1970) et

Miranda et al. (1999). Kjesbu et al. (2010) identifient le début de l’atrésie en observant

l’épaississement de la zona radiata. Miranda et al. (1999) identifient les premiers signes

de l’atrésie comme étant la désintégration du noyau de l’ovocyte, des mitochondries et

des alvéoles corticales, suivi de la fragmentation de la zona radiata et l’hypertrophie des

cellules folliculaires. L’étape suivante est la différenciation des cellules de la granulosa

et de la thèque en macrophages qui vont soit phagocyter le vitellus et l’ensemble des

organites, soit libérer des enzymes dans l’ovocyte en dégénérescence. Suite à la résorption

de l’ovocyte, le nombre de cellules de la thèque diminue et le tissu conjonctif vascularisé

se développe autour du follicule atrétique. Le volume du follicule atrétique diminue et la

régression de la granulosa laisse place à des granules parfois pigmentés en jaune-marron

à l’hématoxyline-éosine.

L’identification de l’atrésie est primordiale, notamment en histologie. En effet, quanti-

fier l’atrésie ovocytaire permet d’identifier les individus en omission de ponte, et donc par

extension d’estimer correctement les ogives de maturité ainsi que les longueurs et âges à

première maturité. Une difficulté peut résider dans le fait que les follicules post-ovulatoires

qui sont présents après l’ovulation sont également résorbés rapidement, avec un aspect

histologique proche de celui des ovocytes en fin d’atrésie (Hunter et al., 1985b).

L’atrésie pouvant avoir lieu à tous les stades cellulaires, ce processus impactera le

nombre d’ovocytes qui seront recrutés aux stades suivants. Chez certaines espèces, il a été

observé que le taux d’atrésie augmente entre deux évènements de ponte, avec des ovocytes

non émis lors du premier évènement de ponte qui entrent en atrésie alors que la prochaine

cohorte d’ovocytes est en ovulation (Tyler et al., 1996). Chez les batch spawners, cela

souligne l’importance de suivre tous les évènements de ponte, afin de pouvoir estimer

correctement le nombre de gamètes émis. Ceci est à prendre en compte lors de l’évaluation

de la fécondité annuelle réalisée qui sera le nombre total d’ovocytes émis par la femelle

durant l’année, en prenant en compte les pertes d’ovocytes par atrésie, par rapport à la

fécondité annuelle potentielle qui est le nombre d’ovocytes en développement au début

de la saison de reproduction (Hunter et al., 1992).
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Objectifs

Ce travail de thèse a pour objectif de mettre en place un ensemble d’outils permettant de

déterminer de façon fiable la maturité sexuelle des femelles pour quatre espèces de pois-

sons pêchés en Atlantique Nord-Est : la plie (Pleuronectes platessa), le rouget barbet de

roche (Mullus surmuletus), la cardine franche (Lepidorhombus whiffiagonis) et la cardine

à quatre taches (Lepidorhombus boscii). Parmi les espèces suivies, certaines font l’objet

de règles de gestion simplifiées comme les cardines (gestion des 2 espèces sous un même

stock) ou absentes (rouget barbet de roche en Atlantique Nord).

Nous avons comparé plusieurs approches méthodologiques de détermination des phases

de maturité : une approche basée sur les seuls critères macroscopiques, une approche

stéréologique avec lecture par un expérimentateur et une approche stéréologique cou-

plée à une lecture automatisée utilisant l’apprentissage supervisé à l’aide d’un algorithme

d’Intelligence Artificielle.

La comparaison de ces 3 approches s’appuie sur le calcul des longueurs et âges à première

maturité sexuelle (L50 et A50), qui sont des métriques utilisées dans les plans de gestions

des stocks. Cette comparaison permet de préciser les points de faiblesse rencontrés lors de

la détermination de la maturité sexuelle. Elle permet également de proposer des solutions

pour améliorer ces points et à terme optimiser la gestion des stocks.

Le premier volet décrit l’échantillonnage suivant les protocoles de campagnes halieutiques,

et le déploiement d’outils destinés à harmoniser la prise de données macroscopiques. Ces

données sont ensuite analysées et intégrées dans le calcul des valeurs L50 et A50 pour les

différentes espèces d’intérêt.

Le second volet du travail porte sur la mise en place d’une méthodologie quantitative

basée sur une approche histologique, pour déterminer les phases de maturité des espèces

suivies. Cette mise en place s’effectue à travers la rédaction de différents documents :

G un recueil de protocole pour le traitement des ovaires par l’histologie en halieutique.

G des règles d’identification des structures cellulaires ovariennes pour assurer la repro-

ductibilité de la méthode.

G des lexiques décrivant les structures cellulaires ovariennes pour chaque espèce.

Au delà de ces outils méthodologiques, l’objectif est, pour la plie, le rouget barbet de roche

et la cardine franche, l’attribution à chaque individu d’une phase de maturité sexuelle

objective basée sur des données quantitatives, le calcul de la L50 et A50 et la comparaison

de ces indices avec les données de référence décrites dans le premier volet.

Enfin, dans un dernier volet, pour l’espèce L. whiffiagonis, nous développons une stratégie

d’automatisation du processus de lecture des lames stéréologiques par l’utilisation d’une

méthode en apprentissage supervisé. Cette stratégie est utilisée pour identifier et quantifier

les structures cellulaires présentes sur les lames histologiques. À nouveau, le calcul de la

L50 et A50 est réalisé sur la base de ces données et les résultats comparés à ceux obtenus

dans les chapitres précédents. Ceci permet à la fois de valider l’apprentissage supervisé

mais aussi de rendre envisageable la généralisation de l’approche stéréologique pour le

suivi de la maturité sexuelle des populations de téléostéens.
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Étude macroscopique de la maturité sexuelle
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«Je ne sais qu’une chose, c’est que je ne sais rien.»

Socrates



1. Introduction

1 Introduction

Dans ce Chapitre 2, les paramètres biologiques ont été récoltés pour quatre espèces

d’intérêt commercial provenant des stocks d’Atlantique Nord-Est. En plus des données

réglementaires collectées lors des campagnes d’échantillonnage halieutiques (masse du

poisson et sa longueur, âge et maturité), la prise de mesures rapides et complémen-

taires (masse des ovaires, photographies) a pu être réalisée en parallèle. Ces données

supplémentaires permettent la mise en place d’outils qui aideront à relier les paramètres

macroscopiques des individus à un trait fonctionnel tel que la phase de maturité sexuelle

de l’individu.

1.1 Critères CIEM

L’utilisation de critères macroscopiques de la gonade pour l’estimation de la phase

de maturité sexuelle est la méthode la plus rapide et la moins coûteuse, ce qui explique

son utilisation en routine et le fait qu’elle soit retenue par le Conseil International pour

l’Exploration de la Mer (CIEM) comme méthode de référence (Boois et al., 2023). Afin

de relier ces critères macroscopiques à une phase de maturité, des échelles de maturité ont

été définies. Ces échelles ont d’abord été construites en fonction des pays et des espèces,

incluant un nombre de phases différent et en utilisant des terminologies variées. Lors de la

mise en commun de ces informations au niveau européen, une même espèce pouvait donc

être identifiée sous différentes appellations en fonction de l’échelle utilisée par le pays ou

même de l’institut qui avait récolté la donnée (ICES, 2007). En 2007 sont initiées les

premières ébauches pour la mise en place d’une échelle générale à 6 phases, dans l’objectif

d’harmoniser la prise de données et de faciliter leur exploitation par les évaluateurs de

stocks en Europe (ICES, 2007, 2008).

Les critères macroscopiques de classification des femelles téléostéens dans une phase

de maturité sexuelle sont présentés dans le Tableau 2.1. Ces critères sont généralistes

et basés sur la couleur, la texture ou le volume d’occupation de la gonade dans la cavité

abdominale du poisson. Il est toutefois indispensable d’adapter ces critères à chaque espèce

étudiée, notamment au niveau de la coloration de l’ovaire qui peut différer en fonction de

l’espèce à l’étude.
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Tableau 2.1 – Tableau récapitulatif décrivant l’aspect macroscopique des ovaires aux
différentes phases de maturité sexuelle chez les téléostéens. Tableau traduit de Sauger
et al. (2023d) et adapté de Brown-Peterson et al. (2011) et ICES (2014, 2018)
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L’utilisation de cette méthode basée sur des critères relativement subjectifs peut me-

ner à des défauts de fiabilité des lectures. L’origine de ce problème est multiple, citons

par exemple (1) les conditions matérielles (luminosité variable, manque de temps d’ob-

servation, contraste des couleurs en fonction du plan de travail), (2) la perception indivi-

duelle des critères par les agents (notamment la couleur) ou (3) le manque d’expertise des

agents. Ce biais est le plus souvent évalué en calculant un pourcentage d’accord (percen-

tage agreement) qui correspond au nombre de fois où des agents identifient la même phase

de maturité pour un même individu sur le nombre total de lectures effectuées pour cet

individu. Afin de limiter les biais entre lecteurs, des protocoles détaillant l’échantillonnage
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des données et des ateliers d’homogénéisation de lecture, peuvent être mis en place pour

une calibration entre agents (Domínguez-Petit et al., 2009 ; ICES, 2012b, 2013, 2020).

Cette stratégie d’inter-calibration est par exemple utilisée dans le cadre de la lecture d’âge

sur les otolithes qui demande l’acquisition d’un certain niveau d’expertise. Mais elle est

encore peu développée pour l’estimation de la maturité. Il convient de noter que cette

démarche d’"atelier maturité" prend du temps et reste "espèce-spécifique". Si elle est faci-

lement accessible aux agents qui suivent les groupes CIEM et embarquent régulièrement

à bord des bateaux réalisant les campagnes halieutiques, les participants occasionnels à

l’échantillonnage des paramètres biologiques (étudiants, contractuels) n’auront pas cette

expertise.

1.2 Les quatre espèces de téléostéens à l’étude

Les quatre espèces étudiées dans ce travail sont la plie (Pleuronectes platessa), le rou-

get barbet de roche (Mullus surmuletus), la cardine franche (Lepidorhombus whiffiagonis)

et la cardine à quatre taches (Lepidorhombus boscii). Ces quatre espèces sont régulière-

ment pêchées dans les zones suivies, point important pour permettre un échantillonnage

mensuel suffisant réalisé grâce aux campagnes de pêche et complété par des achats en criée.

Le programme MATurité Objective des poissons par l’histologie quantitative (MATO) au-

quel est adossé cette thèse ciblait d’abord des espèces de pleuronectiformes. Des premiers

travaux avaient été initiés sur la sole (Solea solea) et nous avons choisi de les poursuivre

sur 3 autres poissons plats : la plie et deux espèces de cardines. Par ailleurs, les profes-

sionnels de la pêche et financeurs de cette thèse étaient en demande d’informations sur

la reproduction du rouget barbet de roche et nous avons de ce fait inclus cette espèce

dans le projet MATurité Objective des poissons par l’histologie quantitative (MATO). En

effet, pour cette espèce qui fait l’objet d’une pêche croissante, les stocks du Golfe de Gas-

cogne et de Manche Est sont peu étudiés, avec comme seul apport de données celles des

débarquements (ICES, 2022b,c).

1.3 La plie, Pleuronectes platessa Linnaeus, 1758

La plie (P. platessa) a été choisie car il s’agit d’une espèce abondante en Atlantique

Nord-Est qui fait l’objet d’une pêche importante en France mais pour laquelle peu de

données biologiques sont disponibles pour le stock de Manche Est (ICES, 2023c). Depuis

les premiers travaux sur la plie (Dawes, 1930), plusieurs auteurs se sont intéressés à la

biologie de sa reproduction, notamment dans le cadre de l’impact de la marée noire de

l’Amoco-Cadiz sur la reproduction (Brule, 1987 ; Miossec, 1984) avec une description

partielle de l’ovogenèse. De plus, un échantillonnage mensuel de cette espèce est facilement

réalisable grâce aux campagnes halieutiques mais également à la criée de Port-en-Bessin
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où elle est abondante en toutes saisons.

1.3.1 Biologie

Le plie est le seul représentant de son genre dans la famille des Pleuronectiformes

(poissons plats) (Froese et al., 2000).

Éléments de taxonomie :

Classe : Actinopterygii

Ordre : Pleuronectiformes

Famille : Pleuronectidae

Genre : Pleuronectes
Figure 2.1 – Photographie de P. platessa, ©Ifremer/P.
Porcher

Distribution : Sa présence est signalée à l’ouest de la Méditerranée, le long des côtes

Atlantiques européennes depuis l’Espagne et remonte jusqu’en Islande, mer Blanche et

parfois jusqu’au Groenland (Hoarau et al., 2004 ; Millner et al., 2018). Cette espèce

benthique est localisée dans des eaux peu profondes (<100 m) (Hoarau et al., 2004)

sur des fonds de graviers, sableux ou vaseux. Elle se nourrit d’invertébrés tels que des

polychètes, annélides et mollusques bivalves (IFREMER, 2011).

Figure 2.2 – Distribution géographique de P. platessa d’après les
données ©Fishbase (Froese et al., 2000) (https://www.fishbase.se/

summary/Pleuronectes-platessa.html)
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Cycle de vie : P. platessa est une espèce itéropare (qui se reproduit plusieurs fois

au cours de sa vie). La femelle émet ses ovocytes à plusieurs reprises au cours de la

saison de ponte (batch spawner), avec un développement ovocytaire groupe-synchrone

(présentant au moins deux cohortes d’ovocytes en tout temps). Sa fécondité est dite

déterminée (le nombre d’ovocytes en vitellogenèse avant le début de la ponte est considéré

comme représentant la fécondité annuelle) (Murua et al., 2003).

L’émission des ovocytes (ou ponte) a lieu au large en hiver, de décembre à mars

(Rijnsdorp et al., 1991), à intervalles de deux à cinq jours sur une période de quatre à

six semaines (Rijnsdorp, 1989). Des suivis de populations par marquage ont permis de

montrer que les zones de ponte au large sont clairement définies et que les individus sont

fidèles au site de reproduction et de nourrissage (De Veen, 1978), avec des migrations

saisonnières des adultes entre les zones de ponte et les zones de nourrissage (Hoarau

et al., 2004).

Pendant la période du frai, 20 000 à 600 000 œufs pélagiques seront relâchés par chaque

femelle dans la colonne d’eau (Rijnsdorp et al., 1991) et dispersés par les courants, des

frayères vers les nurseries côtières (De Veen, 1978 ; Hoarau et al., 2002). Les œufs puis

les larves sont pélagiques sur une période de trois à quatre mois puis deviennent benthiques

une fois la nurserie atteinte (Gibson, 1973), au niveau d’embouchures d’estuaires ou dans

des zones côtières peu profondes (moins de 20 m) (IFREMER, 2011 ; Millner et al.,

2018). Les larves de P. platessa restent dans ces nurseries pour une période de 1 à 2 ans

(Gibson, 1973 ; Hoarau et al., 2002) avant de subir une métamorphose en juvéniles

démersaux vers 10-15 mm (Edwards et al., 1968). Les juvéniles migrent ensuite en eaux

de plus en plus profondes au fur et à mesure de leur croissance, jusqu’à rejoindre la

population adulte (Hoarau et al., 2002 ; Millner et al., 2018).

1.3.2 Gestion du stock de Manche Est (7d)

Les populations de plies sont divisées en 10 stocks pour leur gestion. Le stock sur

lequel porte ce travail est le stock de Manche Est dans la division CIEM 7d (ple.27.7d),

un stock de catégorie 1 (stock avec évaluations quantitatives : suffisamment de données

pour des analyses et prévisions complètes) (ICES, 2016, 2023c).

Le Totaux Admissibles de Captures (TAC) pour 2022 est de 9138 tonnes pour ce

stock. Ce TAC est joint à celui du stock 7e (Manche Ouest), en raison des migrations des

populations adultes des stocks ple.27.7e (Manche Ouest) et ple.27.420 (Mer du Nord et

Skagerrak) vers le stock de Manche Est (ple.27.7d) en début d’année pour la reproduction

(ICES, 2023c ; IFREMER, 2011).

La longueur minimale de capture pour la plie est de 27 cm (European Union, 2001).

Les longueurs réglementaires des mailles pour les différents engins de pêche varient de 80
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mm à 100 mm et d’importants rejets sont observés pour cette espèce retrouvée dans les

captures de pêcheries mixtes visant la sole (Solea solea) (Millner et al., 2018).

Comme le montre la Figure 2.3, en 2022 sur les 7520 tonnes de P. platessa captu-

rées, 5919 tonnes étaient des rejets, laissant 1606 tonnes débarquées (36% de débarques

françaises) (ICES, 2023c).

Figure 2.3 – Histogramme du nombre de captures pour P. platessa, de 1980 à 2022 pour
le stock de Manche Est (ple.27.7d). Figure issue de ICES (2023c)

1.4 Le rouget barbet de roche, Mullus surmuletus Linnaeus,

1758

La deuxième espèce, le rouget barbet de roche (M. surmuletus) est une espèce à

forte valeur commerciale en France. Les stocks du Golfe de Gascogne et de Manche Est

sont peu étudiés, avec comme seul apport de données celles des débarquements (ICES,

2022b,c).

1.4.1 Biologie

Le rouget barbet de roche est un des 6 représentants de son genre dans la famille des

Mullidae (rougets) (Froese et al., 2000).
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Éléments de taxonomie :

Classe : Actinopterygii

Ordre : Perciformes

Famille : Mullidae

Genre : Mullus
Figure 2.4 – Photographie de M. surmuletus, ©Hans
Hillewaert (https://fr.wikipedia.org/wiki/Mullus_

surmuletus)

Distribution : M. surmuletus est retrouvé en Atlantique Est, le long des côtes euro-

péennes, de la Manche jusqu’au détroit de Gibraltar, mais aussi au nord de l’Afrique

de l’Ouest jusqu’au Dakar, en Mer Méditerranée et en Mer Noire (Whitehead et al.,

1986b). C’est une espèce benthique présente sur des fonds rocheux et sableux à moins

de 100 m de profondeur (Quéro, 1984b ; Whitehead et al., 1986b), les plus grands

individus pouvant se retrouver entre 200 et 400 m de fond (Quéro, 1984b). Pendant leur

phase pélagique, les larves planctonophages se nourrissent de larves de crustacés et copé-

podes, et leur régime alimentaire est constitué essentiellement de crevettes, amphipodes,

polychètes, mollusques et petits poissons benthiques une fois la phase benthique atteinte

(Quéro, 1984b ; Whitehead et al., 1986b).
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Figure 2.5 – Distribution géographique de M. surmuletus d’après les
données ©Fishbase (Froese et al., 2000) (https://www.fishbase.se/

summary/Mullus-surmuletus.html)

Cycle de vie : M. surmuletus est une espèce itéropare, avec plusieurs évènements

d’émission d’ovocytes au cours de la saison de reproduction (batch spawner) et une fécon-

dité déterminée (N’Da et al., 1993).

La dynamique de l’ovogenèse n’a été que peu décrite (N’Da et al., 1993) et les re-

cherches portant sur la croissance des individus des stocks autres que celui de la Méditer-

ranée sont limitées (Desbrosses, 1933 ; Dorel, 1986 ; Mahé et al., 2014 ; N’Da et al.,

2006).

La période du frai se situe entre mai et juillet. Les œufs se développent dans la colonne

d’eau et évoluent en larves pélagiques qui seront progressivement ramenées vers les côtes

(Quéro, 1984b ; Whitehead et al., 1986b). Les juvéniles ont une distribution côtière

alors que les adultes sont retrouvés plus au large. En Méditerranée, Garcia-Rubies

et al. (1995) ont mis en évidence une migration des individus reproducteurs, avec un

recrutement des juvéniles dans les herbiers de posidonies (Posidonia oceanica) à faible

profondeurs et une ponte dans des habitats plus profonds (Machias et al., 1998).

1.4.2 Gestion des stocks

En 2022, le rouget barbet de roche de la zone de l’Organisation des Nations Unies pour

l’alimentation et l’agriculture (FAO) 27 était géré sous deux stocks, le stock mur.27.43a7d

incluant les divisions 4 (mer du Nord), 7d (Manche Est) et 3a (Skagerrak, Kattegat)
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(ICES, 2022b) et le stock mur.27.67a-ce-k89a incluant les divisions 6,8, 7a–c, 7e–k et 9a

(Mer du Nord, Golfe de Gasgogne, sud de la mer Celtique et la côte Atlantique de la

péninsule Ibérique) (ICES, 2022c).

Afin de faciliter la compréhension dans la suite de ce manuscrit, le stock mur.27.43a7d

sera cité sous l’appellation "stock de Manche Est" et le stock mur.27.67a-ce-k89a sera

nommé "stock du Golfe de Gascogne". Ces appellations sont liées au fait que l’échan-

tillonnage effectué dans le stock mur.27.43a7d était localisé dans la division 7d (Manche

Est) alors que l’échantillonnage dans le stock mur.27.67a-ce-k89a était localisé dans les

divisions 7j, 7g et 8a-c, majoritairement situées dans le Golfe de Gascogne.

Pour ces deux stocks classés en catégorie 5 (données insuffisantes : seules les données

de débarquements sont disponibles), ni TAC ni longueur minimale de capture n’ont été

mis en place au niveau européen.

Pour le stock de Manche Est, la taille des mailles pour les engins de pêche est de 70–99

mm. Il n’y a pas de rejets pour ce stock, avec 2976 tonnes débarquées en 2021 (19.9%

des débarques françaises), dont 1745 tonnes issues de la division 7d (Manche Est) (ICES,

2022b).

Figure 2.6 – Histogramme du nombre de captures pour M. surmuletus, de 1975 à 2021
pour le stock Manche Est. Figure réalisée à partir des données de ICES (2022b)

Pour le stock du Golfe de Gascogne, seule la France a mis en place une longueur

minimale de capture de 16 cm en 2002, revue à 15 cm en 2013 (France, 2013). Les
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débarques en rouget barbet de roche en 2021 étaient de 1445 tonnes (57.8% des débarques

françaises), dont 844 tonnes issues des mêmes divisions que celles échantillonnées lors de

cette thèse (7j, 7g, 8a-c) (ICES, 2022c).

Figure 2.7 – Histogramme du nombre de captures (débarques et rejets) pour M. sur-
muletus, de 2006 à 2021 pour le stock du Golfe de Gascogne. Figure réalisée à partir des
données de ICES (2022c)

1.5 La cardine franche, Lepidorhombus whiffiagonis (Walbaum,

1792)

La cardine franche (L. whiffiagonis) et la cardine à quatre taches (L. boscii) sont

deux espèces pêchées sur les côtes françaises, mais pour lesquelles nous disposons de peu

d’informations concernant la reproduction. Ce sont néanmoins des espèces pour lesquelles

l’échantillonnage a été possible par les campagnes halieutiques (CGFS et EVHOE) et qui

restent disponibles en criée pour la cardine franche.

1.5.1 Biologie

La cardine franche est un des 2 seuls représentants du genre dans la famille des

Scophthalmidae (turbots) (Froese et al., 2000).
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Éléments de taxonomie :

Classe : Actinopterygii

Ordre : Perciformes

Famille : Scophthalmidae

Genre : Lepidorhombus
Figure 2.8 – Photographie de L. whiffiagonis, ©Carine
Sauger

Distribution : L’espèce L. whiffiagonis est largement distribuée en Atlantique Nord-

Est, de la Norvège au cap Bojador, ainsi qu’à l’ouest de la mer Méditerranée (Quéro,

1984a ; Whitehead et al., 1986a). Ce poisson plat se trouve sur les substrats meubles

(Whitehead et al., 1986a), à des profondeurs comprises entre 100 et 600 m, mais en

plus grande abondance entre 100 et 400 m de profondeur (Quéro, 1984a). Benthivore

carnivore opportuniste, il se nourrit essentiellement de petits poissons et crustacés (Du

Buit, 1992 ; Morte et al., 1999 ; äantiÊ et al., 2009) et occasionnellement de quelques

mollusques et céphalopodes (Quéro, 1984a ; Whitehead et al., 1986a).

Figure 2.9 – Distribution géographique de L. whiffiagonis d’après les
données ©Fishbase (Froese et al., 2000) (https://www.fishbase.se/

summary/Lepidorhombus-whiffiagonis.html)
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Cycle de vie : L. whiffiagonis est une espèce itéropare. En amont de la période du

frai, elle met en place un stock d’ovocytes qui seront émis lors de plusieurs évènements

de ponte au cours de la saison de reproduction (Nielsen, 1989).

La période du frai de L. whiffiagonis se situe entre février et mars (Dominguez-

Petit et al., 2018). Les œufs se développent dans la colonne d’eau, et après l’éclosion,

les larves sont pélagiques (Quéro, 1984a). Les individus immatures vivent dans les eaux

les plus profondes (plus de 300 m), se déplaçant vers les fonds du plateau continental au

fur et à mesure de leur croissance (Quéro, 1984a). Aucune migration n’a pu être mise

en évidence pour cette espèce où les juvéniles sont plus sténobathiques que les adultes

(Danancher et al., 2009 ; Sánchez et al., 1998).

Enfin, chez cette espèce, la croissance est plus rapide chez les femelles que chez les

mâles (Quéro, 1984a). Il a également été rapporté que les femelles atteignent un âge plus

avancé que les mâles (Landa et al., 1996).

1.5.2 Gestion des stocks

Pour Lepidorhombus spp., les deux stocks lez.27.4a6a et lez.27.6b ne différencient pas

L. whiffiagonis et L. boscii. Pour les quatre stocks retrouvés en 27.7b-k8abd et 8c9a, les

deux espèces sont évaluées séparément, mais leur zone et gestion est commune en terme

de TAC et de longueur minimale de capture (20 cm en Atlantique Nord-Est). Pour 2022,

un TAC commun de 18916 tonnes a été attribué à L. whiffiagonis et L. boscii des zones 7

et divisions 8a–b et 8d–e. Ces espèces à hautes valeurs commerciales, issues des pêcheries

démersales mixtes restent néanmoins des prises accessoires (ICES, 2023a).

L. whiffiagonis a été échantillonné dans les divisions CIEM 27.7e-h, 27.7j et 28.8a-c,

issues du stock meg.27.7b-k8abd qui regroupe les divisions 7.b–k, 8.a–b, et 8.d (ouest et

sud-ouest de l’Irlande et Golfe de Gascogne). Ce stock est de catégorie 1 (stocks avec

évaluations quantitatives : suffisamment de données pour des analyses et prévisions com-

plètes) (ICES, 2016, 2023b), avec 13161 tonnes pêchées en 2022, dont 10821 tonnes dé-

barquées (29.2% de débarques françaises) et 2340 tonnes de rejets. Il est à noter qu’avant

2017, les deux espèces étaient débarquées sous l’appellation unique de Lepidorhombus

whiffiagonis (ICES, 2023a).
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Figure 2.10 – Histogramme du nombre de captures pour Lepidorhombus spp., de 1984
à 2022 pour le stock 27.7b-k8abd. Figure issue de ICES (2023b)

1.6 La cardine à quatre taches, Lepidorhombus boscii (Risso,

1810)

1.6.1 Biologie

La cardine à quatre taches est le second représentant de son genre dans la famille des

Scophthalmidae (turbots)(Froese et al., 2000).

Éléments de taxonomie :

Classe : Actinopterygii

Ordre : Perciformes

Famille : Scophthalmidae

Genre : Lepidorhombus Figure 2.11 – Photographie de L. boscii, ©Carine Sau-
ger

Distribution : L. boscii est retrouvée en Atlantique Nord-Est, des îles Féroé au cap

Bojador, et en mer Méditerranée (Quéro, 1984a ; Whitehead et al., 1986a). Les car-

dines à quatre taches peuvent être retrouvées de 150 m à 800 m de profondeur, mais sont
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présentes majoritairement entre 200 m et 600 m (Quéro, 1984a ; Whitehead et al.,

1986a), sur des substrats meubles (Whitehead et al., 1986a) et se nourrissent de crusta-

cés (mysides et natantides) (Morte et al., 1999), mais aussi d’isopodes et d’amphipodes,

la longueur des proies consommées étant proportionnelle à celle de la mâchoire du poisson

(Vassilopoulou, 2006).

Figure 2.12 – Distribution géographique de L. boscii d’après les don-
nées ©Fishbase (Froese et al., 2000) (https://www.fishbase.se/

summary/Lepidorhombus-boscii.html)

Cycle de vie : L. boscii est une espèce itéropare, avec plusieurs évènements d’émission

de gamètes au cours de la saison de reproduction (batch spawner) (Quéro, 1984a ; Ugrin

et al., 2023). La reproduction a lieu de mars à juin (Quéro, 1984a ; Whitehead et

al., 1986a), avec en moyenne 450 000 ovocytes émis pour une femelle de 45 cm. Les

larves pélagiques éclosent après 5 à 6 jours d’incubation (Quéro, 1984a). Les individus

immatures sont sténobathiques, ils vivent dans les couches les plus profondes. Au fur et à

mesure de leur croissance, les individus se déplacent vers le fond du plateau continental.

(Quéro, 1984a ; Sánchez et al., 1998 ; Vassilopoulou, 2000). De plus, chez cette

espèce, une croissance identique des individus mâles et femelles est observée la première

année, par la suite les femelles croissent plus rapidement et présentent une longévité plus

importante que les mâles (Castilho et al., 1993 ; Cengiz et al., 2013 ; Landa et al.,

2002 ; Vassilopoulou et al., 1999). Gerritsen et al. (2010) ont suggéré une préférence

d’habitat en fonction du sexe, ce qui expliquerait les grands écarts entre les sex ratio

retrouvés en fonction de la profondeur.
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1.6.2 Gestion des stocks

Les cardines à quatre taches (L. boscii) échantillonnées lors de ce projet provenaient

des divisions CIEM 27.7j et 27.8a-c. Elles appartiennent donc au stock ldb.27.7b-k8abd

qui inclut les divisions 7.b–k, 8.a–b et 8.d (ouest et sud-ouest de l’Irlande et Golfe de

Gascogne). Ce stock de catégorie 5 dispose de peu de données pour la mise en place

de points de références qui permettraient son évaluation. De plus, avant 2017, les deux

espèces étaient débarquées sous la même appellation L. whiffiagonis (ICES, 2023a). La

Figure 2.13 représente l’évolution des captures, mais les années 2020 et 2021 ne sont

pas représentatives d’une année complète par manque de données suite à la pandémie

Covid-19 (ICES, 2022a).

Figure 2.13 – Histogramme du nombre de captures pour L. boscii, de 2017 à 2021 pour
le stock 27.7b-k8abd. Figure issue de ICES (2022a)
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Objectifs

La première partie de ce travail a consisté à échantillonner sur une année complète ces 4

espèces Pleuronectes platessa, Mullus surmuletus, Lepidorhombus whiffiagonis et Lepido-

rhombus boscii pour caractériser leurs cycles de reproduction en utilisant les méthodes de

référence pour la détermination des phases de maturité. Ces espèces font l’objet de taux

de captures décroissants. De plus, même si la plie (P. platessa) en mer du Nord fait partie

des espèces bien décrites en Europe, cela n’est pas le cas pour les trois autres espèces à

l’étude qui ne sont pas considérées comme sensibles et dont les données disponibles sont

insuffisantes à leur évaluation.

L’objectif est, dans un premier temps, d’acquérir de l’information sur les cycles biologiques

de ces espèces en s’appuyant sur les données de la maturité macroscopique utilisée en

halieutique. Dans un deuxième temps, des fiches d’aides à l’identification de la phase

de maturité pourront être mises en place sur la base de photographies standardisées

de gonades, prises lors de l’échantillonnage. Ces fiches ont pour but d’harmoniser les

identifications lors des campagnes en mer.

Ces premières informations serviront de référence lors de mise au point, par la suite, de

méthodologies alternatives pour déterminer la maturité Chapitre 3. Pour cela, nous avons

effectué des échantillonnages mensuels lors de campagnes halieutiques, avec des complé-

ments de prélèvements en criée hors des périodes de campagnes. Lors des prélèvements

des paramètres biologiques (masse, longueur totale, âge et phase de maturité déterminé

par aspect macroscopique) les protocoles préconisés par le CIEM ont été suivis.
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2 Matériel et Méthodes

2.1 Paramètres biologiques

Pour chaque espèce suivie, les individus ont été récoltés frais lors des campagnes

d’échantillonnages en mer EValuation Halieutique Ouest de l’Europe (EVHOE), Channel

Ground Fish Survey (CGFS) et International Bottom Trawl Survey (IBTS). Lorsque un

échantillonnage en mer n’était pas possible, ou insuffisant, des individus ont été récupérés

entiers (non éviscérés) en criée et conservés sur glace le temps de l’acheminement vers le

laboratoire, avant l’extraction des ovaires. Tous les mois, environ 15 individus femelles ont

été pesés (masse totale au gramme près), mesurés (longueur totale au centimètre près),

et les otolithes ont été extraits pour l’estimation de l’âge et envoyés au Pôle sclérochrono-

logique d’Ifremer de Boulogne-sur-Mer (France). Les ovaires ont été pesés séparément (à

0.01 gramme près). Les masses des individus et de leurs gonades ont permis de calculer

l’Indice Gonado-Somatique (IGS) selon la formules suivantes :

IGS(%) =
Masse des gonades

Masse totale de l’individu
∗ 100 (2.1)

2.2 Prises de photographies de gonades

Lors de la dissection, les gonades ont été photographiées. Trois images ont été prises :

une image de l’individu entier avec la cavité abdominale ouverte laissant voir la gonade en

place, une image de l’individu entier et de ses gonades en dehors de la cavité abdominale

du poisson sur fond de couleur uniforme, et enfin une image en gros plan des ovaires. Sur

toutes ces photos, une règle graduée et une étiquette d’identification sont présentes, ce

qui permet d’éviter les erreurs d’identification.

La prise de photographies a été standardisée afin d’appliquer la méthode à toutes les

espèces commerciales retrouvées lors des campagnes halieutiques. Un protocole de prise

de photographies a été rédigé (Publication 1 du Volume II, Le Meleder et al., 2022).

Les photographies ainsi réalisées constituent une banque de données homogènes, particu-

lièrement utiles pour la création de fiches d’aide à l’identification des phases de maturité

par la méthode macroscopique chez de nombreuses espèces (Le Meleder, 2022).

2.3 Phases de maturité macroscopique

Les femelles des différentes espèces ont été classées dans une des phases de maturité

en fonction des critères macroscopiques préconisés par le CIEM et présentés dans le Ta-

bleau 2.1. Le package sizeMat (Torrejon-Magallanes, 2018) sous R Studio a permis

le calcul de la longueur (L50) et de l’âge (A50) auxquels 50% de la population est sexuel-
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lement mature. Les critères principaux pour la détermination de la phase de maturité

sexuelle chez les femelles sont repris ci-dessous :

Immature (A) : femelles présentant un ovaire translucide (lame d’un couteau visible par

transparence en soulevant l’ovaire de la cavité), sans présence d’ovocytes hydratés.

Développement (B) : ovaires fermes, opaques avec quelques vaisseaux sanguins visibles

et une couleur rose-rougeâtre voire orange en fonction de l’espèce.

Ponte (C) : il est possible de provoquer par simple stripping l’expulsion d’œufs hydratés

avant même l’ouverture de la cavité abdominale. Après ouverture, les ovaires appa-

raissent larges, contiennent au moins un œuf hydraté (cellule ronde translucide) et

les vaisseaux sanguins sont nombreux.

Régression/Régénération (D) : les ovaires sont rougeâtres, leur paroi est flasque,

d’aspect étiré. Ils sont généralement vides mais peuvent contenir encore quelques

ovocytes hydratés.

Omission de ponte (E) : La phase E n’a pas été utilisée lors de la détermination des

phases par critères macroscopiques. En effet, elle se caractérise par des marques

cellulaires d’atrésie des follicules observables en microscopie.

Anormal (F) : Cette phase est indiquée lorsque l’on observe des signes de nécrose, de

sclérose, d’intersexe chez une espèce gonochorique ou un aspect pathologique de la

gonade.

Il est à noter que l’utilisation des sous-phases (Ba, Bb, Ca, CB, Da et Db) présentées

dans le Tableau 1.1 du Chapitre 1 dépendra de l’espèce à l’étude. Parmi les résultats

présentés ici, les sous-phases Développement mais fonctionnellement immature (Ba) et

Développement mais fonctionnellement mature (Bb) ont été utilisées pour la cardine à

quatre taches. Les critères du CIEM sont les suivants :

Développement mais fonctionnellement immature (Ba) : ovaires d’une longueur

de moins de la moitié de la cavité abdominale, absence d’ovocytes hydratés visibles

à l’oeil nu et une coloration rosâtre/rouge de l’ovaire.

Développement mais fonctionnellement mature (Bb) : ovaires d’une longueur d’en-

viron la moitié de celle de la cavité abdominale, pas d’ovocytes hydratés visibles à

l’oeil nu et une coloration de l’ovaire allant du rose-rougeâtre à l’orange.

Finalement, pour valider la détermination de la maturité macroscopique sur le terrain

lors de campagnes halieutiques, 3 agents ont assigné une phase de maturité aux mêmes

25 individus L. boscii frais. Le pourcentage d’accord entre les 3 lecteurs a été calculé

(McHugh, 2012) sous RStudio (team, 2022).
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3 Résultats

3.1 La plie (Pleuronectes platessa)

3.1.1 Échantillonnage

L’échantillonnage pour la plie (Tableau 2.2), ainsi que les résultats des Indices Gonado-

Somatiques (IGS) ont été décrits en détail dans l’Article 1 (Figure 9a, cf. page 132). Au

total, 151 femelles ont pu être récoltées, de longueur comprises entre 15 et 36 cm.

Tableau 2.2 – Nombre total d’indivi-
dus P. platessa échantillonnés par ap-
ports commerciaux dans le stock de
Manche Est (division CIEM 7d)

Mois Nombre d’individus

Jan. 2017 5

Déc. 2017 5

Mars 2018 10

Juin 2018 12

Nov. 2018 14

Déc. 2018 10

Jan. 2019 24

Fév. 2019 23

Mars 2019 30

Août 2019 18
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3.1.2 Indice gonado-somatique

Les IGS ont été rapportés en fonction de la phase de maturité (Figure 2.14). Les indi-

vidus classés en phase C (ponte) par la méthode macroscopique ont un IGS en moyenne

plus élevés (à 17%) que ceux des autres phases (<3%). Toutefois, comme le montre la

Figure 2.14, cet indice ne permet pas de distinguer entre elles les autres phases de matu-

rité.

Figure 2.14 – Boxplot des indices gonado-somatiques (IGS %) chez des femelles P.
platessa classées en fonction de leur phase de maturité définies par critères macroscopiques,
avec : Immature (A), Développement (B), En ponte (C) et Régression / Régénération (D).
Figure tirée de Sauger et al. (2023d)
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3.1.3 L50 et A50

Sur la base de ces données macroscopiques de maturité, la L50 et l’A50 ont été calculées

(Figure 2.15). Les valeurs obtenues sont : L50 = 28.6 cm et A50 entre 3 et 4 ans.

Figure 2.15 – Courbes pour a) la longueur (L50) et b) l’âge (A50) pour lesquels 50%
de la population est sexuellement mature pour les femelles P. platessa, issues des données
de maturité obtenues par identification de critères macroscopiques

3.2 Le rouget barbet de roche (Mullus surmuletus)

3.2.1 Échantillonnage

L’échantillonnage des individus M. surmuletus provenant des deux stocks (Tableau 2.3)

a été décrit dans l’Article 3 (p. 184). Au total, 317 femelles de longueurs comprises entre

12 et 36 cm ont été collectées.
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Tableau 2.3 – Nombre total d’individus M. surmuletus échantillonnés
dans le stock de Manche Est (division CIEM 7d) et le stock du Golfe
de Gascogne (divisions CIEM 8a, 8b, 8c, 7g et 7j)

Mois Nombre d’individus Division CIEM Source

Nov. 2020 9 7j ; 7g EVHOE 2020

Fév. 2021 20 7d Commerciale

Mars 2021 13 7d Commerciale

Avr. 2021 12 7d Commerciale

Mai 2021 15 7d Commerciale

Mai 2021 11 8b ; 8c Commerciale

Juin 2021 7 8a Commerciale

Juil. 2021 15 8b Commerciale

Août 2021 15 7d Commerciale

Sept. 2021 15 7d Commerciale

Sept. 2021 15 8b Commerciale

Oct. 2021 3 8b EVHOE 2021

Oct. 2021 27 7d CGFS 2021

Oct. 2021 14 7d Commerciale

Nov. 2021 10 7d Commerciale

Nov. 2021 1 7g EVHOE 2021

Nov. 2021 11 8a ; 8b EVHOE 2021

Nov. 2021 16 8b Commerciale

Déc. 2021 14 7d Commerciale

Jan. 2022 15 7d IBTS 2022

Jan. 2022 15 7d Commerciale

Fév. 2022 15 7d Commerciale

Fév. 2022 15 8b Commerciale

Août 2022 14 7d Commerciale

3.2.2 Indice gonado-somatique

Les IGS moyens des individus des phases A, B, D et F sont <2.5%, alors que l’Indice

Gonado-Somatique moyen pour les individus en ponte (C) est de 7.5%. Néanmoins, une

variabilité importante est observée pour les phases Développement (B) et Ponte (C).
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Figure 2.16 – Boxplot des indices gondo-somatiques (IGS %) des femelles rouget barbet
de roche (M. surmuletus) (n = 296) classées en fonction de leur phase de maturité définie
par critères macroscopiques, avec : Immature (A), Développement (B), En ponte (C),
Régression / Régénération (D) et Anormal (F)

3.2.3 L50 et A50

La L50 et l’A50 calculés avec les données de maturité macroscopique ont aussi été

décrites dans l’Article 3 (Figure 9a, cf. page 184). La longueur à maturité (L50) a été

estimée à 18.0 cm pour un A50 à 0.3 an Figure 2.17.

Figure 2.17 – Courbes pour a) la longueur (L50) et b) l’âge (A50) auxquels 50% de la
population est sexuellement mature pour les femelles rouget barbet de roche (M. surmule-
tus), issues des données de maturité obtenues par identification de critères macroscopiques

56



3. Résultats

3.3 La cardine franche (Lepidorhombus whiffiagonis)

3.3.1 Échantillonnage

L’échantillonnage de L. whiffiagonis repose sur des prises lors des campagnes en mer

EVHOE et des débarquements commerciaux (Tableau 2.4). L’échantillonnage des indi-

vidus immatures n’a pu être réalisé que lors des campagnes en mer qui permettaient

le prélèvement d’individus de petite taille. Au total, 202 femelles ont été récoltées, de

longueurs comprises entre 10 et 64 cm.

Tableau 2.4 – Nombre total d’individus L. whiffiagonis échantillonnés
dans différentes divisions du CIEM tous les mois pendant l’étude

Mois Nombre d’individus Division CIEM Source

Nov. 2019 25 7h ; 7j EVHOE 2019

Nov. 2020 14 7h ; 7j EVHOE 2020

Déc. 2020 1 7h EVHOE 2020

Mai 2021 15 7h ; 7g Commerciale

Juin 2021 15 7h Commerciale

Juil. 2021 15 7h ; 7e Commerciale

Oct. 2021 15 7g ; 7f Commerciale

Oct. 2021 6 8a ; 8b ; 8c EVHOE 2021

Nov. 2021 6 8a ; 8b EVHOE 2021

Nov. 2021 15 7j EVHOE 2021

Déc. 2021 15 7e ; 7g Commerciale

Jan. 2022 15 7f Commerciale

Fév. 2022 15 7g Commerciale

Mars 2022 15 7g Commerciale

Mai 2022 15 7g Commerciale

3.3.2 Indice gonado-somatique

L’Indice Gonado-Somatique (IGS) moyen des individus classés en ponte (C) est le

plus élevé (10%) et les individus ayant pondu (D) ont l’IGS moyen le plus faible (1%)

par rapport aux autres phases (Figure 2.18). En moyenne, l’IGS augmente de novembre

à mars, lors de la période du frai, avec la valeur la plus élevée en février à 11%. Pour cette

espèce également, la dispersion des valeurs est très forte, notamment pour les phases B

et C.
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Figure 2.18 – a) Boxplot des indices gonado-somatiques (IGS %) des cardines franches
(L. whiffiagonis) classées en fonction de leur phase de maturité définie par critères ma-
croscopiques et b) histogrammes des indices gonado-somatiques moyens (IGS %) pour
chaque date de prélèvement pour 187 femelles (L. whiffiagonis). Avec : Immature (A),
Développement (B), En ponte (C) et Régression / Régénération (D)

3.3.3 L50 et A50

Les L50 et A50 calculés sont illustrés dans la Figure 2.19, avec une première longueur

à maturité estimée à 24.1 cm pour un A50 à 3 ans .

Figure 2.19 – Courbes pour a) la longueur (L50) et b) l’âge (A50) auxquels 50% de la
population est sexuellement mature pour les femelles cardine franche (L. whiffiagonis),
issues des données de maturité obtenues par identification de critères macroscopiques

3.4 La cardine à quatre taches (Lepidorhombus boscii)

3.4.1 Échantillonnage

Obtenir des individus frais de cardine à quatre taches (L. boscii) tous les mois s’est

avéré difficile, avec comme seule option d’évènement d’échantillonnage les campagnes en

mer EValuation Halieutique Ouest de l’Europe (EVHOE) (Tableau 2.5). L’échantillonnage

n’a donc eu lieu qu’en octobre et novembre pour cette espèce, ce qui n’a pas permis le
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suivi du cycle de reproduction ni l’observation de la période du frai. Seuls 67 individus

sexuellement immatures (A) ou en développement (B) ont été obtenus, avec des longueurs

allant de 6 à 35 cm.

Tableau 2.5 – Nombre total d’individus L. boscii échantillonnés lors
de la campagne en mer EVHOE

Mois Nombre d’individus Division CIEM Source

Nov. 2019 25 7j EVHOE 2019

Nov. 2020 16 7j EVHOE 2020

Oct. 2021 11 8a ; 8b ; 8c EVHOE 2021

Nov. 2021 15 7j EVHOE 2021

3.4.2 Pourcentage d’accord entre agents

Les phases de maturité déterminées par les 3 lecteurs pour 25 individus L. boscii

sont indiquées dans le Tableau 2.6. Le pourcentage d’accord entre ces 3 lecteurs est de

20%.
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Tableau 2.6 – Résultats d’estimation de la phase de matu-
rité sexuelle par observation de critères macroscopiques chez
25 femelles cardines à quatre taches (L. boscii) par 3 agents
différents lors de la campagne en mer EVHOE 2019. Avec :
Immature (A), Développement (B), Développement mais fonc-
tionnellement immature (Ba) et Développement mais fonction-
nellement mature (Bb)

Poisson n° Lecteur 1 Lecteur 2 Lecteur 3

1 Ba Bb Bb

2 Bb Bb Ba

3 Ba Bb Ba

4 Bb Bb Ba

5 Bb Bb Ba

6 Bb Ca Ca

7 Bb Bb Ba

8 Bb Bb Ba

9 Bb Bb Bb

10 Bb Bb Ba

11 Bb Bb Ba

12 Bb Bb Bb

13 Bb Bb Ba

14 Bb Bb Ba

15 Bb Bb Ba

16 Bb Bb Bb

17 Ba A A

18 Ba A A

19 A A A

20 Ba A Ba

21 Ba A Ba

22 Ba A Ba

23 Ba Ba Bb

24 Bb Bb Bb

25 Bb Ca Bb

3.4.3 Indice gonado-somatique

L’Indice Gonado-Somatique a été estimé pour 60 cardines à quatre taches Figure 2.20.

Une tendance décroissante est observée entre les individus classés en immature (A) et ceux

en développement (B), avec des moyennes semblables de 2-3% pour les individus classés
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en B, Ba et Bb.

Figure 2.20 – Boxplot des indices gonado-somatiques (IGS %) chez des femelles cardine
à quatre taches (L. boscii) (n = 60) classées en fonction de leur phase de maturité définie
par critères macroscopiques. Avec : Immature (A), Développement (B), Développement
mais fonctionnellement immature (Ba) et Développement mais fonctionnellement mature
(Bb)

3.4.4 L50 et A50

Pour L. boscii, une L50 a été estimée à 19.7 cm pour un A50 à 3 ans Figure 2.21.

Figure 2.21 – Courbes pour a) la longueur (L50) et b) l’âge (A50) auxquels 50% de la
population est sexuellement mature pour les femelles cardine à quatre taches (L. boscii),
issues des données de maturité obtenues par identification de critères macroscopiques
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Publication 1 Volume II

Titre : Protocole de photographie des gonades de poisson

Citation : Le Meleder, A., Sauger, C., Dubroca, L. (2022) «Fish gonads’ photo-

graphy protocol ». 11 pp. DOI : https://doi.org/10.13155/89703

Résumé : Protocole pour la prise de photos standardisées utilisées pour l’illustration

des fiches d’aide à l’identification des phases de maturité des espèces récoltées lors des

campagnes halieutiques EVHOE, CGFS et IBTS. Les versions en anglais et en français

sont disponibles dans Archimer (https://archimer.ifremer.fr/doc/00785/89703/).

Les fiches d’identification sont disponibles ici :

https://lm-anna.github.io/MaturityScaleTools/ (Le Meleder, 2022).

Contribution : Encadrement pour la création, conception et rédaction du document

en français et en anglais. Mise en place de la méthodologie avec Anna Le Meleder et prise

des photos.
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4 Discussion

4.1 États des stocks

Les captures totales de P. platessa du stock de Manche Est (7d) sont en diminution

depuis 2017, n’atteignant pas les Totaux Admissibles de Captures (TAC) (moyenne de

10 000 tonnes ces dernières années). De plus, ces captures présentent de forts taux de

rejets pour 2 raisons : cette espèce est souvent une prise accessoire des pêcheries mixtes

visant la sole (Solea solea) et la longueur minimale de capture de 27 cm n’est pas tou-

jours atteinte (ICES, 2023c ; Millner et al., 2018). Cette diminution des captures est

aussi observée pour le stock de L. whiffiagonis (meg.27.7bk8abd) ainsi que celui de M.

surmuletus (mur.27.43a7). Pour le stock mur.27.43a7, les données montrent des signes

de sur-exploitation, notamment d’individus capturés avant d’avoir atteint une longueur

suffisante pour se reproduire (ICES, 2022b). Une étude de Mahé et al. (2014) avait déjà

été réalisée pour estimer une longueur à première maturité (L50) via les critères macro-

scopiques. Elle avait comme objectif l’implantation d’une longueur minimale de capture

en Europe pour ce stock.

Deux des quatre espèces à l’étude (M. surmuletus et L. boscii) font l’objet d’un échan-

tillonnage insuffisant pour obtenir les informations nécessaires à l’évaluation de leur stock.

En effet, les données pour ces stocks proviennent en majorité des relevés de débarques

(en poids), les données provenant de campagnes halieutiques n’étant pas suffisantes. Cela

mène à un manque de données sur les paramètres biologiques nécessaire à une évaluation

adéquate de ces stocks, pourtant, il s’agit de deux espèces faisant l’objet d’une pêche im-

portante en France, soit en tant que prise accessoire (cardines) soit du fait de sa forte valeur

commerciale (rouget barbet de roche) (Castilho et al., 1993 ; ICES, 2022b,c).

Les deux espèces de cardines Lepidorhombus spp. sont gérées sous un même TAC,

ce qui rend difficile le contrôle des taux d’exploitation de chacune de ces espèces indivi-

duellement. Cette situation pourrait aussi facilement mener à une sur-exploitation d’une

espèce par rapport à l’autre. Afin d’affiner la gestion de ces stocks, il est nécessaire en

premier lieu d’acquérir des informations concernant le mode de vie et la biologie de cha-

cune de ces deux espèces : en particulier , des informations sur leurs sites de ponte, les

zones de nurseries et leur cycle de reproduction sont nécessaires pour orienter les mesures

de gestion (ICES, 2023a).

La problématique de la définition des stocks est particulièrement intéressante pour

ces deux espèces de cardines. Danancher et al. (2009) ont utilisé des marquages géné-

tiques et mis en évidence deux populations distinctes en Atlantique et une troisième en

Méditerranée. Ce schéma de répartition des populations ne correspond pas au découpage

actuel des stocks, divisés en quatre le long des côtes Atlantiques Est. En effet, même si
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des informations complémentaires devront être fournies sur les capacités de dispersion

des larves de cardines franches, les auteurs ont démontré qu’il y avait peu d’échanges de

matériel génétique entre ces populations. Redéfinir les limites de ces stocks en fonction des

populations génétiquement proches les unes des autres permettra de mieux calculer leurs

biomasses, et donc d’assurer une meilleure gestion sans prendre le risque de sur-exploiter

une population dans un stock qui en comprend deux. Ce même problème de classement

de stocks non adapté est aussi retrouvé pour le stock de Mulus surmulteus mur.27.43a7d

qui est composé à minima trois sous-populations distinctes pour la zone allant du Golfe

de Gascogne à la Mer du Nord (Benzinou et al., 2013). Enfin, pour la plie, Hoarau

et al. (2004, 2002) ont mis en évidence des migrations entre populations en fonction de

saisons de reproduction.

Bien identifier une population permet de limiter les zones d’échantillonnages pour

obtenir des données fiables sur la dynamique de cette population et garantit la précision

des évaluations qui y seront appliquées. En ignorant les incohérences entre le stock en

tant qu’unité de gestion et la structure de la population de l’espèce, cela peut mener à

une réduction de la productivité et à la diminution des populations locales qui ne seront

pas remplacées par des migrations ou apports de juvéniles venant d’autres populations

(Worm et al., 2006).

4.2 Échantillonnage

La qualité de la donnée récoltée repose avant tout sur le plan d’échantillonnage.

L’étude sur la plie (P. platessa) du stock de Manche Est (7d) a permis de statuer qu’un

échantillonnage mensuel de 15 individus conduit à une représentativité correcte des phases

de maturité, permet le prélèvement d’individus dans plusieurs classes de maturité et de

longueurs, y compris en dessous des Longueurs Minimales de Captures, et représente un

compromis entre effort d’échantillonnage et traitement futur des ovaires par l’histologie.

En effet, cet effectif peut être considéré comme faible pour la détermination macrosco-

pique des phases qui ne requiert pas un temps ni un coût important. Mais, compte tenu

de l’objectif final de cette thèse qui est de développer une méthode plus précise et fiable

basée sur l’utilisation de coupes histologiques (beaucoup plus lourde à mettre en oeuvre)

et de la comparer à la méthode macroscopique appliquée aux mêmes échantillons, nous

nous sommes limités à cet effectif de 15 individus par prélèvement.

Par ailleurs, cette étude a aussi souligné l’importance de commencer l’échantillonnage

en amont de la période du frai pour encadrer au mieux cet événement. Cela est d’autant

plus vrai pour les espèces présentant un seul évènement de ponte massive ou plusieurs

évènements regroupés sur une courte période temporelle. Cette étude a également mis

en évidence l’importance d’échantillonner des individus à travers une large gamme de
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longueurs pour assurer le prélèvement d’individus de toutes les phases de maturité. C’est

particulièrement vrai pour les espèces peu étudiées et dont les longueurs à maturité sont

peu décrites.

Toutefois, il est important de noter que la réalisation d’un plan d’échantillonnage,

notamment lors des campagnes halieutiques, conserve une part de hasard. Ainsi, le nombre

d’individus femelles et la longueur de ces individus sont le plus souvent contraints par les

captures ou les débarquements. Les campagnes scientifiques permettent d’obtenir des

individus frais et surtout de longueur inférieure aux Longueurs Minimales de Captures,

assurant l’échantillonnage d’individus immatures. En contre partie, la pesée d’organes de

faibles masses n’est pas toujours précise malgré l’utilisation de balances amarinées. Ces

campagnes se déroulent chaque année, mais restent ponctuelles et ne suffisent pas pour

couvrir le cycle de reproduction. Malgré le recours à l’achat d’individus commerciaux

auprès de mareyeurs, l’échantillonnage mensuel peut rester incomplet : ainsi par exemple,

pour le rouget barbet de roche en zone Manche Est, les débarques ne sont pas assurées

tout au long de l’année : elles ont été interrompues pendant les mois de juin et juillet

(vacances du pêcheur), au moment de la période du frai, ce qui a mené à un manque de

données pour la caractérisation de cette phase pour ce stock. De plus, pour la cardine à

quatre taches, il n’a pas été possible de trouver un mareyeur garantissant une débarque

d’individus frais (non congelés) et non-vidés et le suivi a montré que les prélèvements

réalisés au cours de la campagne EValuation Halieutique Ouest de l’Europe (EVHOE)

n’avaient pas suffi à caractériser les différentes phases de maturité.

4.3 Détermination de la phase de maturité

Le pourcentage d’accord entre les trois agents ayant participé à la détermination des

phases de maturité des 25 individus L. boscii n’était que de 20% pour des individus

immatures (A) ou en développement (B). Cet exercice de calibration a permis de mettre

en évidence une réelle difficulté d’utilisation de l’échelle CIEM. En effet, les sous-phases

Ba et Bb sont utilisées pour les espèces ayant un cycle de développement de plus d’un

an (ICES, 2014). La phase Ba qualifie un individu qui a commencé un développement

gonadique mais ne participera pas à l’effort de reproduction pour la saison de reproduction

en cours, alors que Bb qualifie un individu en développement qui participera à l’effort de

reproduction pour la saison en cours. La cardine à quatre-tâche ne fait pas partie des

espèces ayant une cycle de reproduction de plus d’un an, or les lecteurs ont tous identifié

des stades Ba parmi les 25 individus analysés, ce qui montre la difficulté d’interprétation

de l’échelle de maturité.

Ces éléments ont donc souligné l’importance de la mise en place de fiches d’aide à

l’identification des phases de maturité, avec des critères d’identification clairs, spécifiques
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à chaque espèce, s’appuyant sur des images photographiques de qualité et représentatives

de la réalité du terrain. Le protocole de lecture (Publication 1 du Volume II) a per-

mis à de nombreux agents de réaliser des photographies d’ovaires de qualité pour une

utilisation dans des fiches d’aide à l’identification. Ces fiches sont maintenant disponibles

pour un grand nombre d’espèces récoltées en Atlantique Nord, Manche, Mer du Nord,

Méditerranée, Martinique et Guadeloupe (Le Meleder et al., 2022), et sont utilisées sur

les campagnes EVHOE, CGFS et IBTS depuis 2022.

Une autre difficulté rencontrée lors de la détermination de la phase de maturité

sexuelle a été l’impossibilité d’identifier de façon fiable certaines phases (comme les phases

E ou F) qui par définition ne peuvent être caractérisées qu’avec l’appui d’observations mi-

croscopiques. En effet, certaines structures caractéristiques de ces phases ne sont identi-

fiables qu’à l’échelle cellulaire, et donc seulement observables sur des coupes histologiques

(présence de cellules en atrésie ou follicules post-ovulatoires (POF) ou cellules anormales).

C’est pour cette raison que le stade E n’a jamais été identifié et il est possible que cela

ait conduit à des erreurs de classification. Ainsi par exemple, des individus ayant pondu

pourraient être classés dans la phase immature (A) en absence d’observation de POF.

De la même façon, des individus en omission de ponte (E), qui se caractérisent par la

présence d’ovocytes en atrésie, peuvent être classés de façon erronée en ponte (C). Ceci

montre les limites de cette approche visuelle (Tomkiewicz et al., 2003 ; Vitale et al.,

2006 ; West, 1990).

4.4 Indices de maturité

4.4.1 Longueur et âge auxquels 50% de la population est sexuellement ma-

ture

Les longueurs (L50) et âges (A50), calculés sur la base des stades identifiés macrosco-

piquement, sont en accord avec les valeurs retrouvées dans la littérature pour les espèces

à l’étude. En effet, pour le rouget barbet de roche (M. surmuletus), une L50 de 18 cm

a été calculée, en accord avec des travaux anciens sur cette espèce Desbrosses (1933).

Plus récemment, Mahé et al. (2013) ont estimé la L50 à 16.9 cm en Manche, avec comme

objectif la mise en place d’une longueur minimale de capture pour le stock de M. surmu-

letus. Pour l’A50, nous avons estimé que la moitié de la population se reproduit dans sa

première année, et là encore, ces résultats corroborent ceux de Mahé et al. (2005), alors

que Desbrosses (1933) avait calculé une première participation à la ponte vers 2 ans en

Atlantique Nord.

Pour P. platessa, nous avons estimé que les femelles se reproduisent dans leur qua-

trième année en Manche Est, estimation retrouvée par ICES (2019) et IFREMER (2011).

Dans la littérature plus ancienne pour la plie de la Mer du Nord, Rijnsdorp (1993) avait
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décrit une première reproduction vers 2-3 ans et Bromley (2000) entre 6 ans et 8 ans.

La seule donnée d’ogive de maturité disponible pour la plie du stock 7d, estimant un A50

à 3 ans, est une ogive fixe donnée par l’ICES (2019) et estimée d’après les paramètres

biologiques récoltés (ICES, 2023c). Cela souligne l’importance des travaux sur la plie,

pour apporter des informations complémentaires sur ce stock.

Pour ce qui est de la longueur à maturité, les données indiquent une L50 de 28.6

cm pour des femelles du stock de Manche Est, ce qui ne semble pas compatible avec la

longueur minimale de capture qui est à 27 cm. Il n’y a pas eu d’étude pour le stock de

Manche Est, toutefois, on peut noter qu’une étude de Walraven et al. (2010) sur le

stock de Mer du Nord a montré que la L50 des femelles de 4 ans est en diminution depuis

les années 2000, avec une valeur de 41.6 cm dans les année 1900, 33.3 cm dans les années

1980 et de 22.9 cm pour les années 2000. Ces diminutions indiqueraient un changement

induit par la pêche, et l’accélération de ce changement sur les 20 dernières années de

l’étude pourrait être reliée à l’augmentation des températures environnementales.

Les données de L50 et A50 sur critères macroscopiques pour les deux espèces de cardines

sont rares dans la littérature. Pour la cardine franche (L. whiffiagonis), nous avons estimé

une L50 de 24.1 cm et un A50 à 3 ans, valeurs compatibles avec les données de Pereda

et al. (1998) (entre 19 et 25 cm et un A50 à 3-4 ans), mais supérieure à la L50 de 20.9 cm

calculée par l’ICES (2012a).

Pour L. boscii d’Atlantique Nord-Est, des études sur les relations longueur/âge ont été

réalisées (Castilho et al., 1993 ; Cengiz et al., 2013 ; Landa et al., 2016, 2002 ; Santos,

1994), mais ni L50 ni A50 n’ont été déterminés auparavant chez les femelles sur critères

macroscopiques. En revanche, Ugrin et al. (2023) ont calculé une longueur à première

maturité de 19.2 cm pour les femelles du stock de la Mer Adriatique et Dominguez-Petit

et al. (2022) une L50 de 16.7 cm et un A50 de 2.3 ans, par méthode histologique, pour les

individus du stock 27.7b-k d’atlantique Nord-Est. De plus, comme l’échantillonnage est

resté incomplet pour la cardine à quatre taches, les résultats (L50 = 19.7 cm et A50 = 3

ans) devront êtres réévalués sur un prélèvement d’individus plus complet.

Au vu de ces résultats pour ces deux espèces de cardines, même si leur première

participation à la ponte a lieu vers 3 ans, les L50 estimées montrent une différence de 4.4

cm entre les espèces (sous réserve de vérification sur un échantillonnage complet). Si une

L50 plus petite est bien confirmée pour L. boscii, alors cela montre la nécessité de séparer

les deux espèces lors de la mise en place de règles de gestions qui imposent actuellement

une même longueur minimale de capture de 20 cm.
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4.4.2 Indice gonado-somatique

Les estimations de l’Indice Gonado-Somatique (IGS) des femelles échantillonnées

montrent que cet indice n’est pas discriminant pour déterminer la phase de maturité,

en dehors de la ponte (C). En effet, un IGS plus élevé n’a été observé qu’en phase

C pour P. platessa, M. surmuletus et L. whiffiagonis. Des résultats similaires sont aussi

retrouvés dans la littérature pour la plie (Wingfield et al., 1977), le rouget (Mahé et al.,

2013) et la cardine franche (Gerritsen et al., 2010). Cet indice permet donc de repérer

les périodes du frai, mais les faibles différences et les fortes variations des IGS pour les

phases autres que C ne permettent pas d’utiliser cet indice comme critère discriminant des

phases de maturité. La forte variabilité de l’Indice Gonado-Somatique des individus classés

en phase B (individus en développement) suggère de probables erreurs de classification,

comme il a été décrit dans dans l’Article 1 (cf. page 132).

L’IGS exprime le changement mensuel du poids moyen des ovaires et a déjà été utilisé

comme outil pour une meilleure détermination de la phase de maturité chez les téléostéens

(Flores et al., 2015 ; Vitale et al., 2006). Malgré son utilisation dans de nombreuses

études, sa validité a été remise en question par plusieurs auteurs (De Vlaming et al.,

1982 ; West, 1990), soulignant que cet indice devrait être utilisé après une validation

préalable pour l’espèce. L’IGS est corrélé à la longueur chez plusieurs espèces, ce qui

pourrait entraîner un biais si les individus échantillonnés sont de longueurs différentes

(West, 1990). Les éléments susceptibles d’influer sur l’IGS sont la taille moyennes des

ovocytes et la fécondité de l’individu (De Vlaming et al., 1982), le type de stockage des

réserves allouées à la reproduction, dans le foie ou les gonades ou le schéma de croissance

de l’ovaire (isométrique ou non au poids de l’individu) (Somarakis et al., 2004).

Tous les éléments présentés au travers de ce Chapitre 2 soulignent l’importance d’une

estimation fiable des phases de maturité, et la nécessité d’apporter des données jusqu’ici

manquantes sur la maturité de ces espèces afin d’assurer une meilleure estimation des in-

dices (tels que la L50 et A50) pour la gestion des stocks. Comme nous l’avons démontré, la

détermination macroscopique n’est pas optimale pour certaines espèces et l’amélioration

de cette méthodologie de détermination des phases apparaît cruciale. Ainsi, nous avons

souhaité mettre en oeuvre une méthodologie plus discriminante et plus objective de déter-

mination de la maturité sexuelle, et nous avons opté pour l’histologie quantitative.
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5 Bilan

Le Conseil International pour l’Exploration de la Mer (CIEM) a proposé une métho-

dologie pour l’obtention des données de paramètres biologiques qui servent à l’évaluation

des stocks exploités, sur laquelle nous nous sommes appuyés.

En ce qui concerne la prise de données pour la maturité sexuelle, la méthode d’identi-

fication repose sur l’appréciation de critères macroscopiques des gonades. Afin de faciliter

et d’harmoniser cette identification, le CIEM a mis en place une échelle standardisée.

Néanmoins, cette échelle doit être adaptée pour chaque espèce à l’étude et malgré cela,

elle ne permet pas d’identifier de façon fiable certaines phases (omission de ponte par

exemple).

Un exercice de détermination de la phase de maturité par critères macroscopiques

chez L. boscii impliquant 3 agents a montré que le pourcentage d’accord est seulement de

20% pour cette espèce. Cette première observation a souligné la nécessité de développer

des approches complémentaires pour faciliter la détermination des phases de maturité des

espèces récoltées lors des campagnes halieutiques.

L’Indice Gonado-Somatique (IGS) n’est pas un paramètre efficace pour améliorer

l’identification des phases de maturité : cet indice n’a pas pu être relié avec certitude

aux phases de maturité, mis à part une tendance d’un IGS plus élevé en phase C pour

certaines espèces (plie, cardines).

Les longueurs (L50) et âges (A50) pour lesquelles 50% de la population a atteint la

maturité sexuelle, ont été calculées après une estimation des phases de maturité par cri-

tères macroscopique et ont montré que la longueur minimale de capture semblait adaptée

pour la plie et la cardine franche, mais pas pour la cardine à quatre taches (L50 à 19.7 cm

pour une longueur minimale de capture à 20 cm) ni pour le rouget barbet de roche (L50

de 18 cm pour une longueur minimale de capture 15 cm uniquement en France).

La production d’un protocole de standardisation de prises photographiques d’ovaires

a permis de recueillir dans une base de données des images de gonades de poissons de

qualité homogène. Cette base est utilisée pour la mise en place de fiches d’aide à l’iden-

tification des phases de maturité par espèce, actuellement utilisées lors des campagnes

halieutiques.
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Figure 2.22 – Schéma de synthèse des méthodologies utilisées pour l’échantillonnage des
paramètres biologiques et l’estimation de la phase de maturité par critères macroscopiques
chez les téléostéens 71
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Chapitre 3
Détermination objective de la maturité :

l’histologie quantitative

Publications avec comité de lecture associées au Chapitre :

G Article 1 : A Quantitative Histologic Analysis of Oogenesis in the Flatfish

Species Pleuronectes platessa as a Tool for Fisheries Management. Publié

dans la revue Animals (DOI : 10.3390/ani13152506)

G Article 2 : Sexual maturity determination for the female European plaice,

Pleuronectes platessa Linnaeus, 1758, through quantitative histology. En

préparation, sera soumis dans Animals

G Article 3 : Stereology as a method for maturity phase determination in

fisheries stock assessments : An example with a batch spawner species the

Striped red mullet (Mullus surmuletus Linnaeus, 1758). En préparation,

sera soumis dans ICES Journal of Marine Science

Publications sans comité de lecture et présentées dans le Volume II :

G Recueil des protocoles pour le traitement histologique des sections ova-

riennes. Disponible sous Archimer

G Article sur les méthodes utilisées dans un cadre halieutique pour le trai-

tement histologique des sections ovariennes En préparation, sera soumis dans

Nature Protocols

G Protocole de lecture stéréologique. Disponible sous Archimer

G Quatre lexiques décrivant les structures cellulaires retrouvées dans les

ovaires de Mullus surmuletus, Lepidorhombus whiffiagonis, Lepidorhom-

bus boscii et Pleuronectes platessa. Disponibles sous Archimer
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«[...] le passage de toute science naturelle doit accomplir

un jour ou l’autre et qui indique la transformation d’une

science dans l’enfance en une science adulte, à savoir le

passage du qualitatif au quantitatif.»

Lison (1960)



1. Introduction

1 Introduction

Le travail présenté dans ce chapitre a pour but la mise en place d’outils permettant

de relier le morphologique au fonctionnel. Dans le contexte de l’ovogenèse de poissons,

il s’agit d’associer le schéma organisationnel de la gonade de chaque individu à sa phase

de maturité sexuelle. Il importe donc de décrire précisément l’organisation cellulaire de

l’ovaire des espèces suivies afin de pouvoir attribuer une phase de maturité à la présence

ou absence de certains types cellulaires. Pour prévenir des biais humains et statistiques

impactant les résultats lors des estimations macroscopiques des phases de maturité, il

est apparu qu’une quantification précise des structures s’appuyant sur une approche sté-

réologique était nécessaire pour déterminer objectivement la maturité tout au long du

cycle d’ovogenèse, et ce pour chaque espèce suivie. En vue de classer les individus dans

leur phase de maturité respective, il convient d’établir des règles de classement pour

chaque phase, en s’appuyant sur les données quantitatives. La validation de cette approche

stéréologique passe par une étape de comparaison des profils de maturité visuelle et

histologique. Cette analyse quantitative doit permettre de lever les difficultés rencon-

trées lors de l’analyse macroscopique, et améliore donc la description du cycle biologique

de chaque espèce.

1.1 Échelle de maturité WKASMSFM

Comme vu dans le Chapitre 2, afin de standardiser les échelles de maturité le Conseil

International pour l’Exploration de la Mer (CIEM) a défini les phases de maturité en

associant des critères microscopiques (stades cellulaires) aux critères macroscopiques. Ces

critères cellulaires associés aux différentes phases de maturité sexuelle chez les téléos-

téens ont été plus spécifiquement détaillés dans Brown-Peterson et al. (2011). Le

Tableau 3.1 reprend ces descriptions macroscopiques et les associe aux critères histolo-

giques, en s’appuyant toujours sur un découpage en 6 phases de maturités : Immature

(A), Développement (B) , Ponte/Frai (C), Régression / Régénération (D), Omission de

ponte (E) et Anormal (F). comme indiqué dans les chapitres précédents, des sous-phases

peuvent être présentes en fonction de l’espèce à l’étude.
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Tableau 3.1 – Tableau récapitulatif décrivant les aspects macroscopiques et histologiques
des ovaires aux différentes phases de maturité sexuelle chez les téléostéens. Tableau traduit
de Sauger et al. (2023d) et adapté de Brown-Peterson et al. (2011) et ICES (2014,
2018). Avec : ovocytes à alvéoles corticales (cao), ovocytes en vitellogenèse (vtg), ovocytes
en cours d’hydratation (oih), ovocytes hydratés (ho), follicules post-ovulatoires (POF),
migration de la vésicule germinale (GVM), rupture de la vésicule germinale (GVBD)
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1.2 L’histologie

Au début du XVIIIème siècle, Xavier Bichat définit l’histologie comme la science de

l’étude morphologique des tissus et de leurs éléments constitutifs (Bichat, 1801). Ce n’est

qu’en couplant cette nouvelle science à la microscopie que l’histologie a pris de l’ampleur

avec l’observation de tissus de plus en plus petits.

En histologie, la plupart des pièces n’étant pas assez petites pour les observer dans leur

ensemble entre lame et lamelle, il est nécessaire de les débiter en tranches très fines. Pour

faciliter la découpe à l’aide d’un microtome, le tissu frais doit être durci par congélation

ou par inclusion de la pièce dans un milieu présentant des caractéristiques de dureté

satisfaisante tel que la gélatine, la gélose, la nitrocellulose ou la paraffine. Une fois les

pièces incluses dans ces milieux, elles présentent aussi l’avantage de pouvoir être conservées

sur un temps long (Gabe, 1968).

L’observation des tissus ovariens n’est possible qu’après plusieurs étapes de traite-

ments des ovaires disséqués. La première étape est la fixation, qui permet l’immobilisation

des structures «dans un état aussi proche que possible de l’état vivant » (Martoja et al.,
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1967), en conservant la morphologie et les propriétés chimiques des échantillons (Gabe,

1968).

La deuxième étape est la déshydratation par des bains d’alcools de concentrations

croissantes permettant l’élimination de l’eau contenue dans les échantillons. S’ensuit l’in-

clusion des pièces, par une succession de bains favorisant la pénétration d’une substance

le plus souvent hydrophobe dans les tissus hydratés, tout en assurant la tenue des élé-

ments de la pièce lors de la découpe. Le principe de la manipulation est que chaque milieu

d’imprégnation doit remplacer le précédent de manière totale (Martoja et al., 1967).

La méthode d’inclusion utilisée dans cette thèse est une méthode très répandue : il s’agit

de l’inclusion en paraffine, développée par Klebs en 1869. La paraffine est chimiquement

neutre, soluble dans de nombreux solvants, elle se coupe aisément au microtome et pos-

sède un point de fusion compris entre 56 et 58°C, facile à atteindre en laboratoire (Gabe,

1968).

L’étape suivante est la coloration des sections ovariennes. Cette dernière est généra-

lement réalisée sur les coupes déparaffinées à l’aide d’un solvant puis réhydratées pour

permettre aux colorants de pénétrer dans les tissus lors de la coloration (Gabe, 1968).

Différentes colorations sont utilisées pour identifier les types cellulaires, dont le trichrome

de Prenant-Gabe et la coloration au bleu alcian qui permettent la mise en évidence de

structures cellulaires clés, ou illustrer avec des contrastes de couleurs l’organisation géné-

rale de l’organe (Gabe, 1968 ; Martoja et al., 1967).

La dernière étape est le montage de la section qui protège physiquement les tissus

sous une lamelle de verre et assure la préservation de la coloration de l’objet. Le milieu

de montage utilisé doit permettre une bonne fixation de la lamelle sur la lame, mais aussi

posséder une transparence permettant l’observation au microscope.

«Ce serait une erreur que de s’extasier devant un

bariolage multicolore, si plaisant fût-il, sans en rechercher

la signification.»

Gabe (1968)

1.3 La stéréologie

1.3.1 Généralités sur la stéréologie

En 1777, le Comte de Buffon s’interroge sur la probabilité P qu’une aiguille de lon-

gueur l, lancée au hasard, intersecte avec une grille de lignes parallèles d’écart d (Weibel,
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1974). Il définit cette probabilité par la formule :

P = 2l/πd (3.1)

Le terme stéréologie n’est pas encore employé, mais on retrouve dans cette question

un objet (l’aiguille), caractérisé par sa dimension (longueur l connue), un référentiel géo-

métrique défini (la grille de lignes parallèles d’écart d), l’interaction aléatoire entre les

deux (résultat observable = intersection) et la probabilité d’occurrence P . Cette formule

pose ainsi les bases mathématiques de la stéréologie.

Il faudra attendre 1847 pour qu’une première définition de la stéréologie soit proposée

dans un écrit du géologue Delesse (1847) intitulé Procédé mécanique pour déterminer la

composition des roches, montrant que la fraction moyenne de la surface (AA) qu’occupe un

élément sur une section plane est égale à la fraction moyenne du volume (VV ) qu’occupe

l’élément dans la totalité de l’objet étudié. Ce n’est qu’en 1961 que la stéréologie est recon-

nue comme une science à part entière (Elias et al., 1980), définie comme «un ensemble

de méthodes mathématiques reliant les paramètres de structures tridimensionnelles à des

mesures faites sur des sections bidimensionnelles» (Weibel, 1974).

De multiples relations vont être décrites à l’aide de sondes (Figure 3.1), des formes

virtuelles superposées à la surface plane jouant le rôle de système de référence géométrique.

Par exemple, il sera démontré que le volume peut être retrouvé en utilisant des transects

linéaires recoupant les profils des éléments à estimer (Rosiwal, 1898), méthode utilisée

notamment sur des sections planes contenant de multiples éléments de petites longueurs

(Elias et al., 1980). Une autre technique consiste à superposer une grille de points pour

obtenir la proportion de la présence des éléments recherchés sur cette grille, pour ensuite

rapporter cette proportion à leur volume dans l’objet (Chalkley, 1943 ; Glagolev,

1934). Ces différentes méthodologies ont été proposées dans le cadre d’applications variées

(métallurgie, biologie, géologie et médecine) avec l’amélioration de certains principes déjà

existants (Weibel, 1974) ou pour calculer différents paramètres tels que le ratio volume-

surface (%) du noyau par rapport au volume de la cellule (Chalkley et al., 1949), ou

encore l’épaisseur moyenne de parois fines, tels que la membrane alvéolocapillaire pour

étudier la diffusion des gaz au niveau du poumon (Weibel et al., 1964).
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Figure 3.1 – 1) Représentation des différentes sondes géométriques utilisées en stéréo-
logie, avec de gauche à droite : deux sections de distance t entre elles qui définissent une
sonde de volume, des sondes de surfaces qui peuvent aussi recouvrir la section entière,
des transects linéaires sur une section, une grille de points sur une section. 2) Relations
d’égalité entre les sondes stéréologiques de dimensions différentes et un profil sur une sec-
tion plane, pour l’estimation du volume total de l’objet. Figure adaptée de West (2001 ;
2012)

Ces méthodes stéréologiques mises en place avant les années 1980 sont basées sur des

modèles (Howard et al., 2010) et exigent une connaissance préalable de l’organisation

structurale du volume à l’étude, telle que la longueur moyenne des éléments mesurés or-

thogonalement à une section plane. Elles prennent en compte la relation entre le nombre

d’éléments dans l’objet et le nombre de fois qu’une sonde intersecte les profils des élé-

ments, éléments dont les longueurs, formes et orientations sont des paramètres connus

(West, 2001). Or, comme la vérification de ces paramètres est complexe, ces méthodes

présupposent donc que la répartition des éléments à quantifier est aléatoire, et que leurs

distributions sur la section plane ne changeront pas par rotation ou translation de l’objet

(Kiderlen, 2016).

Par la suite, de nouvelles méthodes stéréologiques reposant sur un plan d’échantillon-

nage (designed based sampling en anglais) ont été développées en prenant en compte une

grille d’échantillonnage à point de départ aléatoire et une stratégie de coupe de la section

qui assure l’indépendance des variables que sont la longueur, la forme, l’orientation et

la distribution des différents éléments (Howard et al., 2010 ; West, 2012). Ces tech-

niques stéréologiques sont utilisées en routine (Boyce et al., 2010 ; Cruz-Orive, 2017 ;
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Howard et al., 2010 ; Mandarim-de-Lacerda, 2003 ; Royet, 1991 ; West, 2012) dans

de nombreuses disciplines : anatomie, neurosciences, pathologie, médecine, biologie végé-

tale, géologie, science des matériaux, industrie alimentaire, médecine, etc. (Baddeley

et al., 2004).

L’ovaire de poissons représente un volume constitué de multiples éléments de volumes

variables. La gonade (dont la longueur est de l’ordre du cm) est sectionnée transversa-

lement sur une épaisseur de 3 µm, si bien que ses structures tridimensionnelles peuvent

être considérées comme des profils bidimensionnels sur une section plane. La position et

l’orientation de ces sections planes dans le volume à l’étude auront un effet sur la longueur,

la forme et la fréquence des structures sur ces profils. En théorie, étudier les volumes des

différentes structures en effectuant une reconstruction de l’ensemble de l’ovaire en trois

dimensions d’après des coupes de lames histologiques en série est possible mais reste très

lourd, compte tenu de l’épaisseur des coupes versus la longueur de la gonade (Boyce

et al., 2010) : il faudrait 3333 coupes pour reconstituer une section d’un centimètre par

exemple. L’analyse stéréologique permet l’interprétation tridimensionnelle de ces images

bidimensionnelles (telles que des sections ou projections) en utilisant des règles de pro-

babilités géométriques (Elias et al., 1980). Pour cette étude, la méthode de Glagolev,

1934 a été retenue. Cette méthode consiste à superposer une grille de points régulière sur

la zone étudiée afin de quantifier les différentes structures cellulaires présentes.

1.3.2 Méthode stéréologique d’après Glagolev (1934)

Comme il a été dit plus haut, Delesse a montré que la fraction moyenne de la surface

qu’occupe un élément sur une section plane est égale à la fraction moyenne du volume

qu’occupe l’élément dans la totalité de l’objet étudié (VV = AA). Glagolev a défini une

surface comme étant le nombre moyen de points qui intersectent avec un profil dans un

système de référence uniforme et aléatoire, multiplié par l’aire de la zone d’intérêt (Cruz-

Orive, 2017 ; West, 2012). Cet auteur a montré que la fraction moyenne de la surface

qu’occupe un élément sur une section plane (AA) peut être estimée en comptant le nombre

de fois qu’une grille de points intersecte ce même élément (PP ), donnant ainsi :

VV = AA = PP (3.2)

avec VV la fraction moyenne du volume qu’occupe l’élément dans la totalité de l’objet

étudié. Ainsi, en prenant la fraction des points comptés pour chaque élément (PP ), il est

possible de calculer la proportion des différents types cellulaires :

PP (%) =
Pi

Pn

∗ 100 (3.3)
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avec Pi le nombre de fois où l’élément i a été compté et Pn le nombre total de points comp-

tés sur la zone d’intérêt. Les éléments quantifiés seront ici les structures cellulaires qui

peuvent être retrouvées dans les sections ovariennes (Tableau 3.3). En utilisant des points,

on s’affranchit du biais que pourrait apporter une sonde avec une dimension (lignes, sur-

faces, etc.) dont l’orientation du volume pourrait biaiser le décompte des structures si une

méthode model-based est utilisée (Mouton, 2011). Par ailleurs, afin d’assurer l’impar-

tialité lors de l’identification des éléments, l’emplacement de la grille uniforme d’échan-

tillonnage recouvrant la zone d’intérêt est aléatoire (Gundersen et al., 1987). De plus,

l’utilisation de points pour le décompte des structures ne nécessite que l’identification de

la structure pointée. Couplés à l’utilisation de "lames virtuelles" (donc au travail sur ordi-

nateur de la section histologique scannée préalablement), les logiciels de lecture assurent

un passage automatique d’un point à l’autre, et permettent au lecteur de se concentrer

sur un seul point à la fois, sans avoir besoin de chercher manuellement le suivant, rendant

cette méthode plus efficace (car plus rapide pour un même effort d’échantillonnage) par

rapport à d’autres méthodes quantitatives (Mathieu et al., 1981 ; Mouton, 2011).

1.4 La stéréologie en halieutique

La stéréologie est une approche ancienne dans son élaboration, et qui a connu une

utilisation croissante progressive, avec un regain d’intérêt marqué depuis 2005 : 5732

publications utilisant la stéréologie comme méthode quantitative sont parues entre 1966

et 2016, dont plus de la moitié dans les 15 dernières années (Kipanyula et al., 2018).

L’utilisation de la stéréologie en halieutique, notamment sur des coupes histologiques

d’ovaires de téléostéens, n’est pas nouvelle. En effet, les premières tentatives remontent à

1987, comme le montre le tableau Tableau 3.2, mais les références dans ce domaine restent

rares avant 2010.

La majorité des publications utilisant la stéréologie en halieutique porte sur l’estima-

tion d’indices de fécondité de différentes espèces, basée sur les quantifications des différents

stades d’ovocytes présents, comme indiqué dans le Tableau 3.2. Cette approche permet

d’estimer l’effort de reproduction avec une précision plus grande que les méthodes de

gravimétrie ou de volumétrie, car elle prend en compte l’atrésie (Emerson et al., 1990 ;

Goodall et al., 1987 ; Kjesbu et al., 2010 ; Medina et al., 2007), les diamètres limites

des différentes cellules de la lignée germinale, les cohortes d’ovocytes qui ne seront pas pon-

dus lors de la saison de reproduction en cours, et la présence de follicules post-ovulatoires

(Bucholtz et al., 2013 ; Cooper et al., 2005 ; Kjesbu et al., 2010). Quantifier les dif-

férentes cellules de la lignée germinale dans le temps permet également l’étude de leur

dynamique de développement (Feidantsis et al., 2020 ; Korta et al., 2010 ; Kortner

et al., 2008), ainsi que le suivi à très fine échelle des cohortes, notamment chez les espèces

possédant un développement gonadique indéterminé (Costa et al., 2016 ; Schismenou
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et al., 2012 ; Servou et al., 2023). En dehors des études de fécondité, la stéréologie

est également utilisée pour compléter les résultats des lectures macroscopiques d’ovaires

(Bucholtz et al., 2013) ou bien estimer la longueur à maturité des espèces (Medina

et al., 2002 ; Sauger et al., 2023d). Enfin, la précision qu’apporte la stéréologie en fait un

outil particulièrement adapté à la compréhension des mécanismes physiologiques associés

à la reproduction, permettant par exemple d’étudier l’impact de traitements hormonaux

sur le développement de la lignée germinale (Aranda et al., 2011 ; Kortner et al., 2008 ;

Luzio et al., 2015 ; Silva Henriques, 2016).
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Chapitre 3. Détermination objective de la maturité : l’histologie quantitative
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Objectifs

Les méthodologies présentées dans ce Chapitre 3 ont pour objectif l’identification et la

quantification des structures cellulaires ovariennes pour assurer une estimation fiable des

phases de maturité des espèces suivies. Pour cela, plusieurs étapes ont été envisagées :

G Produire et mettre en ligne un protocole de récolte d’échantillons frais, applicable

dans un cadre halieutique décrivant le prélèvement des ovaires et leur traitement

jusqu’à l’obtention de lames histologiques.

G Acquérir des connaissances fondamentales sur le développement de la lignée ger-

minale femelle pour les quatre espèces étudiées (Mullus surmuletus, Pleuronectes

platessa, Lepidorhombus whiffiagonis et Lepidorhombus boscii). La description des

critères d’identification des stades cellulaires retrouvés lors de l’ovogenèse est un

préalable à la quantification des structures ovariennes par analyse stéréologique.

G Produire un protocole d’histologie quantitative basé sur la méthode stéréologique de

Glagolev (1934) pour quantifier la proportion des différentes structures cellulaires

ovariennes.

G Vérifier l’homogénéité cellulaire, en appréciant l’effet de la position de la coupe

histologique dans les 2 gonades sur les pourcentages des structures quantifiées.

G Standardiser les lectures stéréologiques via une calibration entre agents lecteurs,

avec production et mise en ligne d’un protocole de lecture stéréologique qui, au

delà de ce travail, posera les bases d’un protocole générique utilisable pour d’autres

espèces.

G Analyser les données résultantes pour classer les individus dans une phase de ma-

turité en suivant les critères définis par le CIEM.

G Comparer des phases de maturité macroscopiques et stéréologiques, en calculant les

ogives de maturité selon ces deux approches.

G Suivre le déroulement de l’ovogenèse de chaque espèce dans le temps.



Chapitre 3. Détermination objective de la maturité : l’histologie quantitative

2 Matériel et Méthodes

2.1 Préparation des lames histologiques

Les traitements histologiques effectués sur les pièces ovariennes sont détaillés dans la

Publication 2 du Volume II.

Pour chaque individu, une section médiane de 5mm d’épaisseur, perpendiculaire à

l’axe horizontal de l’ovaire, a été récoltée. Ces sections ovariennes ont été placées dans un

fixateur de Davidson pendant 24h à 48h, avant d’être déshydratées par bains successifs

d’éthanol à degrés croissants (70°, 95° et 100°), puis dans des bains de butanol (100°)

avant l’inclusion des pièces dans des blocs de paraffine à l’aide de barres de Leuckart

(Figure 3.2). Finalement, des sections de 3 µm d’épaisseur ont été coupées à l’aide d’un

microtome manuel (Leica RM 2135).

Figure 3.2 – Plan de travail pour l’inclusion des pièces en pa-
raffine avec 1) panier chauffant contenant les cassettes histolo-
giques avec les pièces ovariennes dans le bain final de paraffine,
2) distributeur de paraffine liquide, 3) deux barres de Leuckart
positionnées pour accueillir le prochain échantillon, 4) barres
de Leuckart avec échantillon inclus en paraffine et son étiquette
d’identification

Les sections ovariennes ont ensuite été déparaffinées via un solvant de paraffine à

base de limonène (Roti-histol®), colorées au trichrome de Prenant-Gabe (Gabe, 1968) et

montées entre lame et lamelle au Roti-histol kit®. Deux colorations ont été utilisées :
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2. Matériel et Méthodes

G Le trichrome de Prenant-Gabe, une coloration polychrome à 3 teintes réalisée par

trempage selon le protocole décrit en Publication 2 (Volume II) : l’hématoxyline

de Groat permet la coloration des noyaux en gris. L’éosine colore les cytoplasmes en

rose et les fibres dans une gamme de colorations de rose plus ou moins vives selon

l’acidophilie des différents éléments. Le vert lumière teint les tissus conjonctifs en

vert (Gabe, 1968 ; Martoja et al., 1967).

G La coloration au bleu alcian et à l’acide périodique de Schiff (bleu alcian - PAS),

décrit en Publication 2 (Volume II), permet la mise en évidence des alvéoles

corticales (Figure 3.3). Elle a été appliquée sur 5 lames pour chaque espèce, sur des

échantillons d’individus récoltés à différentes périodes (un individu en vitellogenèse,

deux individus sexuellement matures avant la ponte et deux individus immatures)

(Martoja et al., 1967).

Les coupes ont été réalisées en série, avec trois coupes colorées au trichrome de

Pernant-Gabe et 3 autres consécutives colorées au bleu alcian.

Figure 3.3 – Coloration d’un ovocyte à al-
véoles corticales cao de cardine franche (L.
whiffiagonis) au bleu alcian et à l’acide pério-
dique de Schiff (bleu alcian PAS), avec teinte
des alvéoles corticales en bleu
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Chapitre 3. Détermination objective de la maturité : l’histologie quantitative

Publications 2 et 3 Volume II

Titres :

G Protocoles pour l’étude histologique de gonades de poissons marins. Publication 2

G Sample collection protocol for maturity staging of marine fish through histology.

Publication 3

Résumé : Recueil de protocoles utilisés pour la conception de lames histologiques ova-

riennes de poissons marins lors de cette thèse. Les étapes présentes vont de la dissection

de l’individu frais au stockage des échantillons, en passant par la fixation, la déshydra-

tation, la mise sous paraffine, la coupe au microtome, la coloration et le montage entre

lames et lamelles. Avec Publication 2 : recueil des protocoles utilisés lors de cette thèse ;

Publication 3 : recueil en anglais des protocoles utilisés dans un cadre halieutique au

laboratoire d’Ifremer de Port-en-Bessin. Ce document sera soumis à être revu par les pairs

dans Nature Protocols.

Contribution : Création, conception et rédaction du document français avec prise

des photos. Correction linguistique pour la version anglaise.
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2. Matériel et Méthodes

2.2 Vérification de l’homogénéité cellulaire

En plus de l’utilisation d’une méthode minimisant le biais tout en maximisant la

précision, il a été nécessaire de s’assurer de la représentativité de la coupe par rapport à

l’ensemble de la gonade. Pour cela, des méthodes d’échantillonnage aléatoire peuvent être

effectuées à travers l’organe à l’étude (Boyce et al., 2010). La méthode de vérification

de l’homogénéité cellulaire présentée dans ce manuscrit a consisté en l’échantillonnage de

trois sections transversales à 3 niveaux de chaque ovaire (Figure 3.4) pour une quinzaine

d’individus P. platessa, M. surmuletus et L. whiffiagonis.

Les 15 individus ont été récoltés lors d’un même évènement d’échantillonnage, avant

la période du frai. Ce choix permis de comparer des individus dans une même phase de

maturité avec un maximum de types cellulaires de la lignée germinale, en évitant les indivi-

dus en régression/régénération (phase D) qui peuvent présenter de grandes différences au

niveau des proportions d’atrésie. Pour chaque individu, une section transversale de 1 cm

a été extraite en positions antérieure (1), médiane (2) et postérieure (3) des deux ovaires.

Pour les poissons plats, les 6 sections perpendiculaires à l’axe horizontale de l’ovaire ont

été notées D1 (ovaire Dorsale position antérieure), D2 (Dorsale médiane), D3 (Dorsale

postérieure), V1 (Ventrale antérieure), V2 (Ventrale médiane), V3 (Ventrale postérieure).

Pour les poissons ronds, les 6 sections perpendiculaires à l’axe horizontal de l’ovaire étaient

notées D1 (ovaire Droit position antérieure), D2 (Droit médiane), D3 (Droit postérieure),

G1 (Gauche antérieure), G2 (Gauche médiane), G3 (Gauche postérieure).

Les proportions cellulaires ont été quantifiées d’après la méthode de Glagolev (1934)

et des modèles linéaires généralisés (ou GLM pour Generalized Linear Model) ont été éta-

blis sur chaque type cellulaire identifié. La variable réponse est le nombre de fois qu’une

structure a été comptabilisée pour chaque lame divisé par le nombre total de structures

comptées par lame. Ainsi, l’expression de la variable réponse en pourcentage induit l’uti-

lisation d’un GLM de type binomial. Afin de compléter cette analyse, une Analyse en

Composantes Principales (ACP) a été utilisée pour représenter les variations et les cor-

rélations entre les variables, et le positionnement des différents contenus histologiques en

fonction de l’origine de la coupe.

2.3 Lexiques descriptifs de l’ovogenèse

L’observation des lames histologiques au microscope Olympus AX70 (logiciel Olympus

CellSens©) a permis la mise en place de lexiques décrivant les différents stades cellulaires

retrouvés lors de l’ovogenèse des quatre espèces suivies (M. surmuletus, L. whiffiagonis, L.

boscii et P. platessa). Les diamètres moyens des différentes cellules de la lignée germinale

femelle, ainsi que les épaisseurs moyennes de leurs zona radiata ont été mesurées sur 20

follicules échantillonnés sur différentes lames. Dix-huit structures cellulaires ont été identi-
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Chapitre 3. Détermination objective de la maturité : l’histologie quantitative

Figure 3.4 – Schéma d’un ovaire dans lequel différentes structures sont présentes (carrés
rouges et triangles violets), avec le pourcentage des différentes structures présentes en
fonction de l’emplacement dans la coupe (zone antérieure, médiane et postérieure) pour
pour un ovaire hétérogène (haut) et un ovaire homogène (bas)

fiées et décrites à travers les coupes ovariennes des différentes espèces (Tableau 3.3), dont

11 stades folliculaires. Chacune des 18 structures a été détaillée et afin de faciliter l’iden-

tification des cellules de la lignée germinale, un arbre de décision a été mis en place. Cet

arbre reprend les critères d’identification clés de chaque stade cellulaire, avec identification

de la structure par élimination des critères observés à chaque embranchement.
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2. Matériel et Méthodes

Tableau 3.3 – Liste des 18 structures cellulaires re-
trouvées dans des sections ovariennes des téléostéens
avec leurs abréviations

Abréviation Nom

og ovogonie

po1 ovocytes primaires stade 1

po2 ovocytes primaires stade 2

ldo ovocytes avec gouttelettes lipidiques

cao ovocytes à alvéoles corticales

vtg ovocytes en vitellogenèse

oih ovocytes en cours d’hydratation

ho ovocytes hydratés

POF follicules post-ovulatoires

aoA ovocyte en atrésie α

aoB ovocyte en atrésie β

L lyse

bv vaisseaux sanguins

Is espace intercellulaire

gw paroi gonadique

ct tissu conjonctif

E espace non naturel

U indéterminées

2.4 Quantification stéréologique

Les lames histologiques ont été numérisées à l’aide d’un scanner de lames histologiques.

Pour la plie (P. platessa), la cardine franche (L. whiffiagonis) et la cardine à quatre taches

(L. boscii), un scanner Aperio CS a été utilisé (logiciel Scan Scope Console v.10.2.0.2352,

Leica Biosystems), avec un grossissement au x20 (ouverture numérique 0.75). Pour le

rouget barbet de roche (M. surmuletus) un scanner VS120 Olympus (logiciel Olympus

VS-ASW) a permis la numérisation des lames au grossissement x20. De plus, pour ce

dernier scanner, l’acquisition des images a été faite à 3 profondeurs de champs sur les 3

µm d’épaisseur de coupe, pour optimiser la netteté des images. Le changement de scanner

est lié à la mise à disposition d’un scanner plus performant par le Centre de Microscopie

Appliquée à la Biologie (CMAbio3) durant le temps de la thèse. Lors de la numérisation,

si plusieurs sections ovariennes se trouvent sur la même lame, la section la plus complète

est sélectionnée et numérisée (paroi gonadique entière et fermée, cellules non arrachées,

pas de plis ou déchirures).
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Les sections ovariennes numérisées ont été analysées sous le logiciel QuPath version

3.2 (Bankhead et al., 2017). Pour chaque coupe histologique numérisée, une zone d’in-

térêt a été délimitée pour la lecture stéréologique (Figure 3.5). Cette zone d’intérêt est

définie comme la section ovarienne entière délimitée par la paroi gonadique. Une grille

d’échantillonnage a été superposée à l’image, recouvrant la zone d’intérêt. En se basant

sur la méthode de Glagolev, des points ont été utilisés comme sondes (Mouton, 2011).

La grille est composée de 500 à 600 points équidistants entre eux avec un premier point

de position aléatoire. Les points sont équidistants mais l’écartement entre eux varie d’une

lame à l’autre afin d’assurer un effort d’échantillonnage identique, indépendamment des

variations en longueur et forme des sections ovariennes, avec un recouvrement maximum

de la surface d’intérêt (Sauger et al., 2020).

Figure 3.5 – Fenêtre d’interface du logiciel QuPath avec une section ovarienne d’une
femelle cardine franche (L. whiffiagonis). La surface d’échantillonnage est la section ova-
rienne entière délimitée par le trait noir. Les sondes (croix bleues) sont superposées à la
section et forment une grille de 500 à 600 points équidistants entre eux. La fenêtre de
gauche présente les 18 structures cellulaires identifiables, avec : ovogonie (og), ovocytes
primaires stade 1 (po1), ovocytes primaires stade 2 (po2), ovocytes avec gouttelettes lipi-
diques (ldo), ovocytes à alvéoles corticales (cao), ovocytes en vitellogenèse (vtg), ovocytes
en cours d’hydratation (oih), ovocytes hydratés (ho), follicules post-ovulatoires (POF),
ovocyte en atrésie α (aoA), ovocyte en atrésie β (aoB), lyse (L), paroi gonadique (gw),
tissu conjonctif (ct), vaisseaux sanguins (bv), espace intercellulaire (Is), indéterminées
(U) et espace non naturel (E)
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2.5 Calibration inter-agents

En amont des lectures stéréologiques, des exercices de calibration ont été réalisés

entre les lecteurs afin de mettre en place un ensemble de règles permettant d’éliminer au

maximum la subjectivité des lectures, tout en assurant la reproductibilité. La Figure 3.6

récapitule les différentes étapes de ce processus de calibration. Ainsi, pour chaque espèce,

quinze lames histologiques de 15 individus de longueurs et phases différentes ont été

choisies aléatoirement parmi l’ensemble des lames disponibles.

Figure 3.6 – Schéma récapitulatif des étapes effectuées lors des exer-
cices de calibration entre plusieurs agents lors de la lecture des lames
stéréologiques et la mise en place du protocole de lecture des lames

Ces quinze lames ont été lues par au moins trois agents en utilisant la même grille

d’identification cellulaire (lexique) pour tous les agents. Suite à cette première lecture,

les identifications sont comparées point par point (Figure 3.7) et des règles de lectures

sont mises en place sous la forme d’un protocole de lecture. Ces règles permettent de

clarifier les critères d’identification et encadrent les cas ambivalents liés au placement des

points de lecture : point entre deux structures, point entre la paroi gonadique et la ligne

de contour de la zone d’intérêt, point sur un ovocyte dont le noyau n’est pas apparent,

etc.
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Figure 3.7 – Visualisation des résultats de quatre lecteurs sur les
points où des structures différentes ont été identifiées lors de l’exer-
cice de calibration pour une section d’ovaire gauche de rouget barbet de
roche (M. surmuletus), individus 139

Un indice de lecture (%) a été calculé pour chaque type cellulaire identifié sur les lames

de calibration. Cet indice correspond à la différence entre la proportion la plus élevée et

la proportion la plus basse, comptabilisée entre agents. En prenant le quantile à 90%

des distributions de l’indice de lecture (%), un seuil maximal de 3% a été déterminé. Ce

seuil correspond à un compromis entre l’adéquation des identifications entre les différents

lecteurs (faible taux d’erreur de lecture de 3% ou moins) et l’identification des structures

difficiles à catégoriser objectivement (indice de lecture de plus de 3%). Une fois les règles

et le protocole de lecture mis en place, une autre lecture de calibration est effectuée et

les résultats comparés. Ce processus est répété jusqu’à ce que l’indice de lecture entre les

agents soit inférieur à 3% (Sauger et al., 2020).

Ce seuil de 3% n’inclut pas la catégorie indéterminées (U) car cette catégorie reflète

l’expérience du lecteur à identifier les structures cellulaires. Il a donc été accepté qu’un

agent favorise la structure U quand il y avait un doute d’identification, tant que ce dernier

ne comptabilisait pas un type cellulaire qui n’était pas retrouvé par les autres agents. En

effectuant cet exercice de calibration pour chaque espèce, les lexiques ont été validés,

assurant que les cellules de la lignée germinale femelle étaient décrites avec suffisamment

de détails pour leurs identifications, limitant ainsi les trop grands écarts pour la catégorie

U.

Pour visualiser la progression entre la première et la dernière lecture de calibration

entre agents, le pourcentage d’accord moyen (agreement percentage et Kappa de Fleiss’)

a été utilisé (Conger, 1980 ; Hallgren, 2012 ; McHugh, 2012).
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2.6 Classification des phases de maturité

Les structures ovariennes ont été quantifiées sur une section médiane d’ovaire pour

chaque individu. Ces proportions cellulaires ont ensuite étaient ramenées à des pourcen-

tages. Le classement dans une phase de maturité est réalisé en accord avec les définitions

instaurées par le CIEM (Tableau 3.1), en se basant sur la présence ou l’absence de stades

cellulaires clés. Un script a été mis en place sous RStudio (v. 2022.12.0.353) pour clas-

ser chaque individu dans une phase de maturité (Tableau 3.4). Une première version de

ce classement a été adapté chez la plie (P. platessa) et est détaillé dans l’Article 2 (p.

154).

Tableau 3.4 – Règles pour la classification des individus téléostéens en fonction des
structures histologiques quantifiées. Ces règles ont été mises en place sur la base des dé-
finitions discutées lors des Workshop for Maturity Staging Chairs (WKMATCH) (ICES,
2014), Workshop for Advancing Sexual Maturity Staging in Fish (WKASMSF) (ICES,
2018) et des critères discutés par Brown-Peterson et al. (2011). En vert les stades
cellulaires qui peuvent être présents et en rouge les stades cellulaires qui doivent être ab-
sents. Phases de maturité : Immature (A), Développement (B) , Frai (C), En ponte (Ca),
En capacité de ponte (Cb), Régression / Régénération (D) et Omission de ponte (E). Cel-
lules de la lignée germinale : ovogonie (og), ovocytes primaires stade 1 (po1), ovocytes
primaires stade 2 (po2), ovocytes avec gouttelettes lipidiques (ldo), ovocytes à alvéoles
corticales (cao), ovocytes en vitellogenèse (vtg), ovocytes en cours d’hydratation (oih),
ovocytes hydratés (ho), follicules post-ovulatoires (POF), ovocyte en atrésie α (aoA),
ovocyte en atrésie β (aoB)

Individus immatures (A) Ces individus ont des pourcentages de og ou po1 ou po2

ou ldo non nuls et sont caractérisés par une absence de cao, vtg, oih, ho, POF et aoB.

Les (aoA) représentent moins de 50% de l’ensemble des cellules de la lignée germinale

comptées.

Individus en développement (B) Ces individus ont un pourcentage de cao ou

vtg non nul et ne présentent pas de oih, ho, POF et aoB. Les aoA représentent moins

de 50% de l’ensemble des cellules de la lignée germinale comptées.
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Individus en ponte (Ca) Ces individus présentent des POF et des pourcentages

de vtg, des oih, des ho ou des aoB non nuls. Les aoA représentent moins de 50% de

l’ensemble des cellules de la lignée germinale comptées.

Individus en capacité de ponte (Cb) Ces individus ont un pourcentage de oih

ou ho non nul, et ne présentent pas de POF ni aoB. Les aoA représentent moins de 50%

de l’ensemble des cellules de la lignée germinale comptées.

Individus en omission de ponte (E) Ces individus présentent un pourcentage de

aoA de plus de 50% sur l’ensemble des cellules de la lignée germinale comptées, et pas

de POF.

Individus en régression / régénération (D). Comme il est difficile de mettre en

place des règles fixes pour cette phase de maturité de par la grande diversité de profils

possibles, les individus classés en D seront ceux qui ne pourront être classés dans aucune

des autres phases, les critères du Tableau 3.2 étant exhaustifs pour les phases A, B, C et

E.

2.6.1 Analyses complémentaires - Clustering

Dans l’étude du rouget barbet de roche (M. surmuletus), un regroupement hiérar-

chique par apprentissage non supervisé (hierarchical Clustering) a été effectué sur tous

les individus classés dans la catégorie A (immature) par la méthode stéréologique, indé-

pendamment de leur stock d’origine et en n’utilisant que les données des pourcentages de

cellules de la lignée germinale.

2.7 Longueur et âge à première maturité

Pour chaque espèce, la longueur (L50) et l’âge (A50) auxquels 50% de la population est

sexuellement mature ont été calculés sous RStudio avec le package sizeMat (Torrejon-

Magallanes, 2018), en prenant les données de maturité individuelles issues des lectures

stéréologiques et de leurs classification.

3 Résultats

3.1 Lexiques pour les lectures stéréologiques

Le détail descriptif des stades cellulaires de la lignée germinale femelle, ainsi que toutes

autres structures pouvant être retrouvées dans les ovaires des quatre espèces étudiées, est

donné dans les Publications 5 à 8 du Volume II sous forme de lexiques. En plus des

descriptions cellulaires retrouvées dans ces lexiques, des arbres de décision (Figure 3.8)
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ont été mis en place dans ces documents pour accompagner l’identification des struc-

tures cellulaires ovariennes, ils sont couplés à une fiche récapitulative d’identification des

différents stades cellulaires (Figures 3.11, 3.13 et 3.15).

Figure 3.8 – Arbre de décision général pour l’identification des différents
stades cellulaires de la lignée germinale femelle chez les téléostéens étudiés.
[taille*] se référer au lexique de l’espèce pour les diamètres des follicules.
Avec : ovogonie (og), ovocytes primaires stade 1 (po1), ovocytes primaires
stade 2 (po2), ovocytes avec gouttelettes lipidiques (ldo), ovocytes à alvéoles
corticales (cao), ovocytes en vitellogenèse (vtg), ovocytes en cours d’hydra-
tation (oih), ovocytes hydratés (ho), follicules post-ovulatoires (POF) et
indéterminées (U)

3.1.1 Ovogenèse de la plie, Pleuronectes platessa Linnaeus, 1758

Les cellules de la lignée germinale lors de l’ovogenèse de la plie (P. platessa) sont

décrites en détail dans l’Article 1 (p. 132), ainsi que dans le lexique en Publication 4 du
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Volume II.

L’ovaire présente une organisation concentrique en lamelles, contenant des cellules

germinales (ovogonie (og) ou ovocytes à différents stades de maturation). Les cellules

identifiées en miscroscopie sont illustrées en Figure 3.9. Leur diamètre moyen varie de 14.28

µm pour les og, jusqu’à 958.66 µm pour les ovocytes en cours d’hydratation (oih).

Figure 3.9 – Cellules de la lignée germinale femelle de la plie (P. platessa) avec leur
diamètre moyen (µm) et l’épaisseur moyenne de la zona radiata. Avec : ovogonie (og),
ovocytes primaires stade 1 (po1), ovocytes primaires stade 2 (po2), ovocytes avec gout-
telettes lipidiques (ldo), ovocytes à alvéoles corticales (cao), ovocytes en vitellogenèse
(vtg), ovocytes en cours d’hydratation (oih), ovocytes hydratés (ho) et follicules post-
ovulatoires (POF)

3.1.2 Ovogenèse du rouget barbet de roche, Mullus surmuletus Linnaeus,

1758

Les cellules de la lignée germinale de l’ovogenèse du rouget barbet de roche (M.

surmuletus) sont décrites en détail dans le lexique en Publication 5 du Volume II.

L’ovaire présente une organisation concentrique en lamelles, contenant des cellules

germinales illustrées en Figure 3.10. Leur diamètre moyen varie de 6.20 µm pour les og

jusqu’à 579.77 µm pour les ovocytes en cours d’hydratation (oih).
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Figure 3.10 – Cellules de la lignée germinale femelle du rouget barbet de roche (M.
surmuletus) avec leur diamètre moyen (µm) et l’épaisseur moyenne de la zona radiata.
Avec : ovogonie (og), ovocytes primaires stade 1 (po1), ovocytes primaires stade 2 (po2),
ovocytes avec gouttelettes lipidiques (ldo), ovocytes à alvéoles corticales (cao), ovocytes
en vitellogenèse (vtg), ovocytes en cours d’hydratation (oih), ovocytes hydratés (ho) et
follicules post-ovulatoires (POF)
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Figure 3.11 – Fiche résumant les critères d’identification des stades cellulaires de la
lignée germinale femelle du rouget barbet de roche (M. surmuletus). Avec : ovogonie
(og), ovocytes primaires stade 1 (po1), ovocytes primaires stade 2 (po2), ovocytes
avec gouttelettes lipidiques (ldo), ovocytes à alvéoles corticales (cao), ovocytes en
vitellogenèse (vtg), ovocytes en cours d’hydratation (oih), ovocytes hydratés (ho) et
follicules post-ovulatoires (POF)
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3.1.3 Ovogenèse de la cardine franche, Lepidorhombus whiffiagonis (Wal-

baum, 1792)

Les cellules de la lignée germinale de l’ovogenèse de la cardine franche (L. whiffiagonis)

sont décrites en détail dans le lexique en Publication 6 du Volume II.

L’ovaire présente une organisation concentrique en lamelles, contenant des cellules

germinales illustrées en Figure 3.12. Leur diamètre moyen varie de 6.20 µm pour les og

jusqu’à 579.77 µm pour les ovocytes en cours d’hydratation (oih).

Figure 3.12 – Cellules de la lignée germinale femelle de la cardine franche (L. whiffia-
gonis) avec leur diamètre moyen (µm) et l’épaisseur moyenne de la zona radiata. Avec :
ovogonie (og), ovocytes primaires stade 1 (po1), ovocytes primaires stade 2 (po2), ovo-
cytes avec gouttelettes lipidiques (ldo), ovocytes à alvéoles corticales (cao), ovocytes en
vitellogenèse (vtg), ovocytes en cours d’hydratation (oih), ovocytes hydratés (ho) et fol-
licules post-ovulatoires (POF)
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Figure 3.13 – Fiche résumant les critères d’identification des stades cellulaires de la
lignée germinale femelle de la cardine franche (L. whiffiagonis). Avec : ovogonie (og),
ovocytes primaires stade 1 (po1), ovocytes primaires stade 2 (po2), ovocytes avec gout-
telettes lipidiques (ldo), ovocytes à alvéoles corticales (cao), ovocytes en vitellogenèse
(vtg), ovocytes en cours d’hydratation (oih), ovocytes hydratés (ho) et follicules post-
ovulatoires (POF)
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3.1.4 Ovogenèse de la cardine à quatre taches, Lepidorhombus boscii (Risso,

1810)

Pour la cardine à quatre taches (L. boscii), les ovaires ont été récoltés lors de la

campagne EVHOE ayant lieu d’octobre à novembre. Seuls les stades cellulaires en pré-

vitellogenèse et en début de vitellogenèse ont pu être identifiés et décrits dans le lexique

en Publication 7 du Volume II.

Figure 3.14 – Cellules de la lignée germinale femelle de la cardine à quatre taches
(L. boscii) avec leur diamètre moyen (µm) et l’épaisseur moyenne de la zona radiata.
Avec : ovogonie (og), ovocytes primaires stade 1 (po1), ovocytes primaires stade 2 (po2),
ovocytes à alvéoles corticales (cao) et ovocytes en vitellogenèse (vtg)
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Figure 3.15 – Fiche résumant les critères d’identification des stades cellulaires de la
lignée germinale femelle de la cardine à quatre taches (L. boscii). Avec : ovogonie (og),
ovocytes primaires stade 1 (po1), ovocytes primaires stade 2 (po2), ovocytes à alvéoles
corticales (cao) et ovocytes en vitellogenèse (vtg)
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Publications 4 à 7 Volume II

Titres :
G Lexique des structures histologiques des ovaires et de l’ovogenèse de la plie, Pleuro-

nectes platessa Linnaeus, 1758. Publication 4

G Lexique des structures histologiques retrouvées dans les ovaires et lors de l’ovogenèse

du rouget barbet de roche, Mullus surmuletus Linnaeus, 1758. Publication 5

G Lexique des structures histologiques retrouvées chez la cardine franche, Lepidorhom-

bus whiffiagonis (Walbaum, 1792). Publication 6

G Lexique des structures histologiques retrouvées chez la cardine à quatre taches, Le-

pidorhombus boscii (Risso, 1810). Publication 7

Résumé : Lexiques décrivant les différentes structures et stades cellulaires des li-

gnées germinales retrouvées dans les ovaires des quatre espèces suivies : rouget barbet

de roche (Mullus surmuletus), cardine franche (Lepidorhombus whiffiagonis), cardine à

quatre taches (Lepidorhombus boscii) et plie (Pleuronectes platessa). Ces documents sont

les référentiels pour l’identification des cellules des lignées germinales lors des lectures

stéréologiques des lames ovariennes de chaque espèce.

Contribution : Création, conception et rédaction des documents avec prise des pho-

tos et mesures des cellules. Mises à jour et publication des différentes versions.
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3.2 Validation de l’utilisation de l’histologie quantitative

3.2.1 Calibration inter-agents

Les résultats des calibrations entre agents lecteurs sont présentés dans l’Article 2

(Table 5, cf. page 154) pour la plie, l’Article 3 (Table 4, cf. page 184) pour le rouget

barbet de roche et l’Article 4 (Table 5, cf. page 248) pour la cardine franche.

Les pourcentages d’accords des lames lues individuellement, pour la première lecture

pour toutes les espèces, s’étendaient de 34.8% à 82.7% (ou un kappa de Fleiss allant

de 50.2% à 83.3%). Pour la dernière lecture des 50 lames de calibration lues à travers

les 3 espèces, le pourcentage d’accord entre agents s’étendaient de 57.6% à 95.8% (ou

un kappa de Fleiss allant de 67.1% à 94.6%). Les valeurs plus basses retrouvées pour le

rouget (première et dernière lectures comprises) par rapport aux résultats de calibration

des deux autres espèces s’expliquent par la présence d’un lecteur novice peu familier des

structures histologiques.

3.2.2 Homogénéité cellulaire

Les résultats vérifiant l’homogénéité cellulaire inter et intra-gonades sont présentés

dans l’Article 2 (Figure 2 et Table A, cf. page 154) pour la plie, l’Article 3 (Tables 7-8 et

Figures 8-9, cf. page 184) pour le rouget barbet de roche et l’Article 4 (Table 3 et Figure

1, cf. page 248) pour la cardine franche.

Pour P. platessa, les mêmes structures cellulaires ont été quantifiées entre les individus

et entre les coupes ovariennes, sauf pour les ovogonies (og) et les follicules post-ovulatoires

(POF).

Les pourcentages des structures cellulaires quantifiées dans les ovaires de M. surmu-

letus étaient les mêmes entre les individus échantillonnés, sauf pour la catégorie ovocyte

en atrésie α (aoA) et la lyse (L). Seuls les pourcentages de la paroi gonadique (gw) et

les structures indéterminées (U) varient selon la position de la coupe dans l’ovaire alors

que les og, po1 et aoA ne varient pas.

Pour la cardine franche, les pourcentages des structures cellulaires quantifiées par la

stéréologie étaient les mêmes entre les individus échantillonnés, sauf pour l’ovocyte en

atrésie β (aoB) et la lyse (L) qui n’étaient pas présents chez tous les individus. Les

pourcentages d’ovocytes primaires stade 1 (po1) et d’ovocytes à alvéoles corticales (cao)

ont montré des différences entre la position des sections.
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3.3 Dynamique cellulaire de l’ovogenèse

3.3.1 La plie, Pleuronectes platessa Linnaeus, 1758

La dynamique cellulaire annuelle de la plie a été décrite dans l’Article 1 (p. 132)

(Sauger et al., 2023d). Les individus présentent des ovocytes à alvéoles corticales (cao)

à partir de 19 cm, le cao étant la cellule germinale clé qui permet de classer les indivi-

dus dans l’état sexuellement mature. Les individus échantillonnés de novembre à mars

(Figure 3.16) présentent des ovocytes en vitellogenèse (vtg) en novembre, avec un début

d’hydratation des ovocytes (oih) chez 15% des individus. En décembre, le pourcentage

moyen d’oih augmente (35%), et la ponte a lieu entre décembre et janvier, signalée par la

présence de follicules post-ovulatoires (POF) (38%) et le faible pourcentage d’ovocytes en

cours d’hydratation et d’ovocytes hydratés (ho). Le pourcentage de POF diminue de jan-

vier à mars, et en mars une recrudescence d’ovocytes en cours d’hydratation et ovocytes

hydratés est observée. On note également que sur l’ensemble de l’échantillonnage, les cel-

lules précoces (og, po1, po2) sont présentes tout au long de l’année, leurs pourcentages

moyens variant de 30% (décembre) à 60% (mars) sur l’ensemble des cellules germinales ;

les cao également sont observés toute l’année, leur pourcentage moyen variant de 10%

(janvier) à 20% selon le mois.

Figure 3.16 – a : Pour chaque mois échantillonné, pourcentages d’individus classés en
fonction de la cellule germinale la plus avancée dans l’ovogenèse. b : Pour chaque mois,
pourcentage moyen de surface des cellules de la lignée germinale retrouvées dans les ovaires
de P. platessa. Avec pca les ovocytes primaires (og, po1, po2), cao les ovocytes à alvéoles
corticales, vit les ovocytes en vitellogenèse, pho les ovocytes en cours d’hydratation, ho
les ovocytes hydratés et POF les follicules post-ovulatoires. Figure tirée de Sauger et al.
(2023d)
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3.3.2 Le rouget barbet de roche, Mullus surmuletus Linnaeus, 1758

Le cycle d’ovogenèse a été décrit en détail dans l’Article 3 (p. 184) pour le rouget

barbet de roche provenant de deux stocks différents en Manche Est et dans le Golfe de

Gascogne).

Dans les deux stocks, les ovogonies (og) et les ovocytes primaires (po1 et po2) sont

présents sur toute la période d’échantillonnage. Ils sont majoritaires en février, mars et

de septembre jusqu’au début de la saison de reproduction suivante. Le pourcentage des

ovocytes à alvéoles corticales (cao) augmente de janvier (17%) à avril (74%), un début

de vitellogenèse (vtg = 6%) est observé à cette date. En mai et juillet, les vtg sont

majoritaires. On observe également des ovocytes en cours d’hydratation et des ovocytes

hydratés et un faible pourcentage de POF (<5%). Des signes d’atrésie sont également

visibles, avec un pourcentage moyen d’ovocyte en atrésie α (aoA) entre 1 et 14%.

Avant avril, la majorité des individus récoltés a été classée en A (immature) ; ils

mesuraient entre 20 et 33 cm (Figure 3.17). En avril, les individus entre 20 et 24 cm ont

tous été classés en B (développement) et en mai 100% des individus entre 24 et 30 cm

étaient en ponte dans le Golfe de Gascogne contre 21% des individus en Manche Est.

L’échantillonnage de juin était constitué uniquement d’individus immatures de petites

tailles (entre 15 et 21 cm de longueur). Après un deuxième évènement de ponte en juillet,

136/140 poissons échantillonnés entre août et décembre, mesurant entre 12 et 36 cm, ont

été classés en phase A.

Ces résultats ont mis en avant la problématique du cycle de reproduction rapide de

M. surmuletus : juste après la ponte, les POF ne sont plus visibles et les individus ne

sont donc pas classés comme ils devraient l’être, en phase de Régression/Régénération

(D).

Une méthode d’apprentissage non supervisé par Clustering hiérarchique a été appli-

quée sur les données stéréologiques, afin de déterminer des critères de différenciation des

individus classés en A en dehors de la période du frai (n=216). Cette analyse a montré

que les ldo sont les types cellulaires permettant de différencier les individus immatures

(phase A) des individus qui seraient potentiellement en développement pour la prochaine

saison de reproduction (phase dénommée ici pfB).
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Figure 3.17 – Femelles rouget barbet de roche (M. surmuletus) classées en fonction
de la date d’échantillonnage et de la longueur (cm). Les ronds indiquent les individus
provenant du stock de Manche Est et les carrés symbolisent les individus du stock Golfe de
Gascogne. Le code couleur indique les phases de maturité sexuelle déterminées par analyse
stéréologique, avec : Immature (A), Développement (B), En ponte (Ca), En capacité de
ponte (Cb), Régression / Régénération (D) et Omission de ponte (E). Figure tirée de
Article 3 (Figure 3, p. 184)

3.3.3 La cardine franche, Lepidorhombus whiffiagonis (Walbaum, 1792)

La Figure 3.18 présente les pourcentages moyens des différentes cellules de la lignée

germinale retrouvées chez les femelles L. whiffiagonis, échantillonnées lors de cette étude.

Les prélèvements de novembre à décembre 2021 montrent une diminution des cao et

une augmentation des vtg, avec en moyenne 74% de la surface des gonades occupée par

des vtg. En janvier ces vtg ont maturé en ovocytes en cours d’hydratation (oih). La

présence de POF et d’ovocytes hydratés (ho) pour les mois de février et mars signale des

évènements de ponte. Ces POF sont présents de février à juin en pourcentages variables

d’une année à l’autre. En mars, le pourcentage de POF diminue à moins de 1%, alors que

les ovocytes primaires (po1, po2 et ldo) sont majoritaires dans l’ovaire et le resteront

jusqu’au début de la saison de reproduction suivante. La présence d’atrésie a aussi été

notée dès le mois de janvier, avec les pourcentages d’ovocyte en atrésie α maximaux en

février et mars (>10%), sans que les individus n’aient été classés en omission de ponte

(E). Le pourcentage d’atrésie diminue ensuite jusqu’en juillet.
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Figure 3.18 – Pourcentages moyens (%) des structures cellulaires de la lignée germi-
nale retrouvées dans les sections ovariennes médianes de cardine franche (L. whiffiagonis)
échantillonnées mensuellement, avec : ovogonie (og), ovocytes primaires stade 1 (po1),
ovocytes primaires stade 2 (po2), ovocytes avec gouttelettes lipidiques (ldo), ovocytes à
alvéoles corticales (cao), ovocytes en vitellogenèse (vtg), ovocytes en cours d’hydratation
(oih), ovocytes hydratés (ho), follicules post-ovulatoires (POF), ovocyte en atrésie α

(aoA), ovocyte en atrésie β (aoB)

Les individus L. whiffiagonis (classés par phases de maturité en stéréologie) sont

présentés en Figure 3.19 en fonction de leur longueur pour chaque mois d’échantillonnage.

Trois périodes ont été identifiées sur la Figure 3.18 à la Figure 3.19 : 1- La période du

frai, de janvier à mars, concerne des femelles de longueurs comprises entre 28 et 52 cm.

Tous les individus échantillonnés en janvier ont été classés en capacité de ponte (Cb),

de par la présence d’ovocytes en cours d’hydratation bien qu’ils n’aient pas encore émis

leurs ovocytes (absence de POF). Au moins un évènement de ponte a eu lieu en février,

avec 87% des individus classés en Ca (individus en ponte). Dès mars, les individus sont

classés soit en Ca soit en phase de régression/régénération (D). 2- La période pré-ponte,

d’octobre à décembre, inclut des individus de 10 à 64 cm qui ont été classés soit en

phase (A) immature, soit en phase B (développement), avec la présence d’ovocytes en

vitellogenèse signalant le début de la saison de reproduction. 3- Après la période du frai,
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soit de mai à juillet, les poissons récoltés mesuraient entre 30 et 56 cm. Cette période

est une période de transition durant laquelle les individus sont majoritairement classés

en régression/régénération (D). Toutefois, certains spécimens ont été classés en Ca, B et

A.

Figure 3.19 – Femelles cardines franches (L. whiffiagonis, n = 202) classées en fonction
de leur date d’échantillonnage et de leur longueur (cm). Le code couleur indique leurs
phases de maturité sexuelle déterminées par la stéréologie, avec : Immature (A), Dévelop-
pement (B), En ponte (Ca), En capacité de ponte (Cb), Régression / Régénération (D)
et Omission de ponte (E)

3.4 Comparaison des méthodes

3.4.1 La plie, Pleuronectes platessa Linnaeus, 1758

En associant les photographies d’ovaires à leur section histologique, il a été possible

d’affiner les critères macroscopiques pour l’identification des phases de maturité, et surtout

de valider ces dernières. La Figure 3.20 permet de visualiser l’aspect macroscopique des

ovaires en s’appuyant sur des phases de maturité validées par l’observation des coupes

histologiques chez la plie. Dans l’Article 2 (Table 6, p. 154), les stades déterminés en

stéréologie ont été utilisés comme références et il apparaît que les individus classés sur la

base des critères macroscopiques étaient correctement classés pour 34.6% des immatures

(A), 32% des individus en développement (B), 66.6% des individus en ponte (C) et 80.4%

des individus en régression/régénération (D). De plus, 57.1% des individus classés en A
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étaient sexuellement matures (B) et 45.2% des individus classés en développement (B)

avaient déjà pondu (D). Enfin, un individu en omission de ponte a pu être identifié.

Figure 3.20 – Morphologie et histologie de l’ovaire de la plie (P. platessa) à différentes
phases de maturité avec : Immature (A), Développement (B), En ponte (Ca), En capacité
de ponte (Cb), Régression / Régénération (D) et Omission de ponte (E)

Ces erreurs de classement par l’approche macroscopique ont eu inévitablement un

impact sur le calcul des L50 et A50, comme le montre le Tableau 3.5.
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Tableau 3.5 – Comparaison de la longueur (L50) et l’âge
(A50) des individus P. platessa échantillonnés pendant
toute la durée de l’étude (n=151) en prenant en compte la
méthode macroscopique (Macroscopie) ou les comptages
stéréologiques (Stéréologie). Avec r2 le coefficient de dé-
termination

L50 A50

Macroscopie 28.6 cm (r2=0.18) 3.7 ans (r2=0.2)

Stéréologie 20.6 cm (r2=0.70) 1.3 ans (r2=0.48)

3.4.2 Le rouget barbet de roche, Mullus surmuletus Linnaeus, 1758

La mise en parallèle des images d’ovaires de M. surmuletus et des coupes histologiques

(Figure 3.21) a permis de valider le classement par la méthode stéréologique des phases

B, C et E. Le rouget barbet de roche étant une espèce qui présente des pontes successives

lors d’une même saison de reproduction, les sous-stades Ca (individus encore en capacité

de pondre et ayant déjà participé à au moins un évènement de ponte) et Cb (individus

en capacité de pondre mais n’ayant pas encore participé à un premier évènement de

ponte) ont été pris en compte en stéréologie. Visuellement, aucun critère ne permet de

séparer les deux sous-phases, donc seule l’information en ponte (C) est indiquée pour la

méthode macroscopique. Pour les individus classés en A (immature) en dehors de la saison

de reproduction, la vascularisation rapide des ovaires chez cette espèce ne permettait

pas une identification assurée de la phase par critères macroscopiques. Cela a mené à

l’application d’un Clustering sur les individus classés immatures en dehors de la saison

de reproduction.
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Figure 3.21 – Morphologie et histologie de l’ovaire du rouget barbet de roche (M.
surmuletus) à différentes phases de maturité avec : Immature (A), Développement (B),
En ponte (Ca), En capacité de ponte (Cb), Régression / Régénération (D) et Omission
de ponte (E)

Le Tableau 3.6 présente les L50 et A50 pour M. surmuletus, prenant en compte les

données maturité en fonction des différentes méthodes. La méthode macroscopique suggère

une valeur de L50 à 18 cm, avec une reproduction lors de la première année, alors que la

méthode stéréologique estime une L50 de 26.7 cm avec une première reproduction à deux

ans. En reprenant les données des individus immatures reclassés par Clustering, la L50 et

l’A50 ont été recalculés en incluant les pfB parmi individus sexuellement matures. Une

L50 de 22.9 cm a donc été estimée, avec une première reproduction lors de la deuxième

année.
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Tableau 3.6 – Comparaison de la longueur (L50) et l’âge (A50)
auxquels 50% de la population est sexuellement mature pour
les individus femelles rouget barbet de roche (M. surmuletus)
échantillonnés pendant toute la durée de l’étude en prenant en
compte les résultats obtenus avec la méthode macroscopique
(Macroscopie), les comptages stéréologiques (Stéréologie), les
individus reclassés en pfB (Clustering sans pfB) et en enlevant
les individus reclassés en pfB (Clustering sans pfB). Avec r2 le
coefficient de détermination

L50 A50

Macroscopie 18.0 cm (r2=0.3) 0.3 ans (r2=0.2)

Stéréologie 26.7 cm (r2=0.18) 2.2 ans (r2=0.36)

Clustering avec pfB 22.9 cm (r2=0.15) 1.5 ans (r2=0.21)

Clustering sans pfB 24.8 cm (r2=0.27) 1.9 ans (r2=0.42)

3.4.3 La cardine franche, Lepidorhombus whiffiagonis (Walbaum, 1792)

L’histologie quantitative a permis de valider les images utilisées pour les fiches d’aide

à l’identification macroscopique (Figure 3.22). En revanche, les critères préconisés par le

CIEM n’ont pas permis de différencier correctement les deux sous-phases Ca et Cb qui

ont donc été regroupées en C.
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Figure 3.22 – Morphologie et histologie de l’ovaire de la cardine franche (L. whiffiagonis)
à différentes phases de maturité avec : Immature (A), Développement (B), En ponte ou
en capacité de ponte (C) et Régression / Régénération (D)

En comparant les phases de maturité déterminées par la méthode macroscopique ou

stéréologique (Tableau 3.7), les mêmes résultats sont obtenus pour 74.1% des individus

immatures (A), 40.3% des individus en développement (B), 42.9% des individus en ponte

(Ca et Cb groupés) et 87.5% des individus ayant pondu (D). Le Tableau 3.7 souligne la

difficulté à identifier les sous-phases, notamment pour 17 individus (sur 18) qui étaient en

capacité de pondre qui n’avaient pas encore pondu (Cb). Ces poissons ont été classés en B

par la méthode macroscopique, mettant en évidence la difficulté à distinguer les individus

en transition entre la phase en développement (B) de ceux qui ont émis les gamètes au

moins une fois (Ca). Un individu en omission de ponte (E) a été identifié par la stéréologie

mais pas par la méthode macroscopique.
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Tableau 3.7 – Matrice de confusion comparant les
phases de maturité déterminées d’après la méthode
macroscopique (ligne) et la méthode stéréologique (co-
lonne). n= 202 individus femelles cardine franche (L.
whiffiagonis). Les Valeurs encerclées correspondent au
nombre d’individus classés dans les mêmes phases par
les deux méthodes, avec Immature (A), Développe-
ment (B), Ponte (C), Régression / Régénération (D)
et Omission de ponte (E)

A B C D

A 20 1 0 6

B 14 44 0 51

Ca 0 1 20 10

Cb 0 17 1 0

D 0 0 2 14

E 0 0 0 1

Les longueurs (L50) et âges (A50) auxquels 50% de la population est sexuellement

mature sont présentés en Tableau 3.8 pour tous les individus échantillonnés lors de l’étude.

Des L50 et A50 ont aussi été calculés pour les individus échantillonnés pendant la saison

de reproduction (octobre à mars). Pour ces deux périodes, les données obtenues par la

méthode macroscopique permet d’estimer une L50 à 24 cm pour une première participation

à la ponte à 3 ans alors que la méthode stéréologique donne une L50 à 20 cm pour un A50

à deux ans. La prise en compte de la saison de reproduction (voir Figure 3.24 en annexe)

n’a pas eu d’effet sur l’estimation de ces deux indices.

Tableau 3.8 – Longueur (L50) et âge (A50) auxquels 50% de la population est
sexuellement mature pour les femelles cardine franche (L. whiffiagonis) échan-
tillonnés sur l’année(n=202) ou pendant la période du frai (octobre à mars,
n=142), obtenus par méthode macroscopique (macro) ou stéréologique (stéréo).
Avec r2 le coefficient de détermination

Toutes périodes (n=202) Saison de reproduction (n=142)

L50 macro 24.1 cm (r2=0.74) 24.2 cm (r2=0.71)

L50 stéréo 19.8 cm (r2=0.47) 20.0 cm (r2=0.73)

A50 macro 3.0 ans (r2=0.74) 3.0 ans (r2=0.72)

A50 stéréo 2.2 ans (r2=0.46) 2.1 ans (r2=0.76)
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3.5 Mise à disposition des données

La numérisation des sections ovariennes sur lames histologiques permet l’analyse

d’images en s’appuyant sur des logiciels assurant une bonne précision de mesure des

structures cellulaires au micromètres près. De plus, la numérisation des lames histolo-

giques facilite leur partage via les plateformes de stockage de données :

G Données plie : https://zenodo.org/records/3463296

G Données rouget barbet de roche du Golfe de Gascogne : https://zenodo.org/

record/8060309

G Données rouget barbet de roche de la Manche : https://zenodo.org/record/

8060356

G Données cardine franche : https://zenodo.org/records/10040995

G Données cardine à quatre taches : À venir
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Publication 8 Volume II

Titre : Protocole de lectures stéréologiques pour l’utilisation d’histologie quantitative

dans la détermination des phases de maturité sexuelle chez les ovaires de poissons

Citation : Dubroca, L., Elie, N., Heude-Berthelin, C., Kellner, K., Le Mele-

der, A., Lepoittevin, M., Martin, V., Nivet, T., Sauger, C., Villain-Naud, N.

(2023) «Stereology reading protocol when using quantitative histology for the determina-

tion of sexual maturity in fish ovaries». DOI : https://doi.org/10.13155/75173

Résumé : Protocole décrivant l’utilisation du logiciel QuPath et les règles à appliquer

lors des lectures stéréologiques afin d’assurer la reproductibilité pour la calibration. Pro-

tocole en anglais disponible en accès libre sur Archimer.

Contribution : Création, conception et rédaction du document avec prise des photos.

Mises à jours et publication des différentes versions et participation à l’élaboration des

règles de lectures.
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4 Discussion

4.1 Méthode macroscopique

Comme vu dans le Chapitre 2, la phase de maturité est définie par l’observation de

critères macroscopiques des gonades. L’Article 1 (p. 132) met en parallèle les phases de

maturité déterminées par les critères macroscopiques et par les critères histologiques sur

la base des types cellulaires observés chez P. platessa. Cette étude comparative met en

évidence de nombreuses erreurs de classements avec la détermination macroscopique et

souligne la difficulté à classer certains individus. Cela est particulièrement vrai pour des

individus classés en A qui relèvent pourtant de la classe B, ou des individus ayant déjà

participé à la ponte (D) classés par erreur en phase B. Ce défaut de classement s’explique

par la subjectivité des critères macroscopiques ou par l’impossibilité d’identifier certaines

phases à l’œil nu. Ainsi, seule l’observation de follicules post-ovulatoires (POF) sur lames

histologiques atteste de l’émission d’ovocytes hydratés (ho) et donc de la ponte. De la

même façon, les 50% d’atrésie sur lesquels s’appuie l’identification de la phase omission

de ponte (E) (Brown-Peterson et al., 2011 ; ICES, 2014) relèvent non seulement de

l’observation cellulaire mais également de la quantification de ces structures, justifiant de

l’apport de la méthode stéréologique.

Nous avons montré les disparités importantes entre agents au niveau de la lecture de

ces phases. Pour P. platessa, Gerritsen et al. (2006) avaient également montré de forts

taux de désaccords entre agents pour l’identification des phases A et B (mais un taux

d’accord plus élevé pour l’identification des individus ayant pondu) soulignant ainsi clai-

rement les biais de lecture possibles dans cet exercice. Cette difficulté d’identification des

phases a nécessairement un impact sur la fiabilité des données calculées, notamment sur

les L50 et A50 et par conséquent les indicateurs utilisés pour la gestion des stocks, tels que

la biomasse des reproducteurs ou la longueur minimale de capture, s’en trouvent affectés.

L’approche stéréologique, permettant de quantifier les structures cellulaires ovariennes, a

été développée pour produire un classement plus objectif des individus dans les phases de

maturité.

4.2 L’histologie

Malgré le fait que l’histologie permette de garder l’organe dans un état aussi proche

que possible de son aspect "vivant", les traitements chimiques ont un impact sur les tissus.

Les étapes de déshydratation et d’inclusion des pièces dans la paraffine provoquent la

rétractation des tissus (Gabe, 1968), biaisant ainsi les mesures des diamètres d’ovocytes

et d’épaisseurs de zona radiata par rapport aux échantillons frais. Par ailleurs, le choix

d’utiliser un trichrome assure un contraste permettant l’examen précis des différentes
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structures ovariennes. Cette coloration joue un rôle important dans l’identification des

structures cellulaires lors des lectures stéréologiques et doit être mise en place avec rigueur

pour assurer la reproductibilité de la coloration.

4.3 Description des phases cellulaires

La description des structures cellulaires ovariennes a été faite pour les quatre espèces

au travers des lexiques (Publications 4 à 7 du Volume II). Ces lexiques répondent à 2

objectifs : une mise à jour des connaissances sur l’ovogenèse de ces espèces et la mise en

place de critères objectifs d’identification des phases.

Pour P. platessa, dont les particularités de l’ovogenèse ont été décrites dans l’Article

1 (p. 132), les gonades mâles et femelles avaient déjà fait l’objet de plusieurs études par

Barr (1963a,b,c), Miossec (1984) et Brule (1987). Pour M. surmuletus, l’ovogenèse

n’était pas documentée et pour les cardines, Robson (2004) avait déjà décrit l’ovogenèse

de la cardine franche et Ugrin et al. (2023) celle de la cardine à quatre taches.

Une fois les stades cellulaires identifiés, il a été possible, de classer les individus dans

une phase de maturité. L’identification des phases de maturité sur la base de critères

histologiques portant sur la gonade femelle est basée sur le stade cellulaire le plus avancé

identifié dans la coupe. L’identification de ce stade requiert un certain niveau d’expertise

pour repérer et identifier les structures pertinentes en appréciant la section dans son

ensemble. L’Article 2 (p. 154) met en place chez la plie les outils de classement sur la base

de l’analyse stéréologique (quantitative), et cette approche a été généralisée aux trois

autres espèces dans cette thèse.

4.4 La méthode de stéréologie

L’analyse stéréologique assure une précision et une estimation non biaisée des struc-

tures quantifiées (Baddeley et al., 2004). Toutefois, parce que cette méthode est chro-

nophage (Mathieu et al., 1981 ; West, 1990), un compromis doit être trouvé entre un

temps d’observation acceptable (i.e. le temps passé sur un échantillon) et un niveau de

précision satisfaisant. Afin de faciliter la mise en place de cette méthode, la numérisation

des lames permet non seulement de s’affranchir de l’utilisation d’un microscope mais sur-

tout de les analyser par un programme adapté. Le format choisi a permis le partage de ces

données sous Zenodo. Alors que la majorité des études en stéréologie ovarienne effectue

les comptages sur les portions de sections tableau 3.2, nous avons fait le choix pour les

espèces suivies de prendre en compte la totalité de la section, incluant la paroi gonadique

ainsi que la lumière ovarienne. Le choix d’un grossissement x20, dépendant avant tout

du matériel disponible au début de l’étude, a eu des conséquences sur l’identification des
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structures de petits diamètres (notamment og) pour lesquelles la résolution n’était pas

toujours suffisante pour une reconnaissance certaine.

Il existe de multiples programmes (payants ou gratuits) pour l’analyse d’images et

de sections histologiques, y compris des logiciels permettant la mise en place de grilles

stéréologiques ou encore le détourage automatique ou manuel des structures cellulaires

pour l’estimation de leurs surfaces et leurs diamètres. Lors du projet MATurité Objective

des poissons par l’histologie quantitative (MATO), le logiciel QuPath a été choisi pour

sa facilité d’utilisation (il ne nécessite pas un matériel informatique lourd pour l’analyse

des images), son accessibilité (open source) et surtout la flexibilité de ses outils d’analyse

d’images (il permet de développer des scripts de traitement pour chaque espèce à l’étude).

C’est un logiciel gratuit, open source, multi-plateforme, traitant les images de lames sous

différents bio-formats (Bankhead et al., 2017).

Pour le choix des grilles de lecture, nous avons opté pour un échantillonnage régulier

de 500 à 600 points (sondes). La règle de Gundersen et al. (1987) stipule qu’il faut au

moins 150 points par élément biologique pour garantir une incertitude relative (entre 3%

et 10%) par élément permettant une estimation fiable de la fraction moyenne de l’élément.

Au vu du nombre de structures à quantifier (plus de 5 structures cellulaires différentes sur

les lames ovariennes), 500 à 600 points ne sont pas suffisants pour respecter cette règle,

mais nous étions contraints de limiter le nombre de points pour que la lecture manuelle

reste possible dans un temps raisonnable. En contre partie, cet effort d’échantillonnage

permet tout de même de quantifier correctement la fraction occupée par chaque structure

sur la lame histologique.

4.4.1 Calibration inter-agents

La méthodologie utilisée pour la calibration et la vérification de l’homogénéité cel-

lulaire a été décrite dans Sauger et al. (2020). Cet exercice entre agents possédant des

niveaux d’expérience et de connaissance variables sur les structures histologiques ova-

riennes a permis de valider la qualité des lexiques descriptifs et du protocole de lecture

stéréologique. Le même protocole a été utilisé pour les 4 espèces à l’étude, assurant ainsi

la reproductibilité de la méthode de lecture. Les règles concernant l’utilisation de la caté-

gorie indéterminées (U) permettent d’écarter les objets dont l’identification est incertaine.

Une base de données de qualité est un des points clés pour le travail d’automatisation des

lectures présenté dans le Chapitre 4. Enfin, la calibration entre les agents qui effectueront

les lectures permet le partage de cette tâche et améliore l’homogénéité des résultats.
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4.4.2 Homogénéité

La vérification de l’homogénéité cellulaire avait pour objectif la validation de la re-

présentativité de la section choisie par rapport à l’ovaire entier.

L’étude de la représentativité des types cellulaires sur la coupe a montré que les

structures de petits diamètres (og) avaient tendance à être sous représentées, notam-

ment en présence de structures plus grosses (tel qu’un ovocyte en fin de vitellogenèse par

exemple chez la plie). Les trois espèces à l’étude présentant plusieurs cohortes d’ovocytes

de diamètres différents quelle que soit la période, cette sous représentativité des petites

structures est à prendre en considération. Pour pallier cela, il serait possible d’utiliser une

double grille, la première pour quantifier les cellules de grands diamètres et la deuxième,

avec une grille régulière de pas plus réduits, pour quantifier les cellules de petits diamètres

(Weibel, 1979) mais cette démarche deviendrait nécessairement plus longue à mettre en

oeuvre. Par ailleurs, après vérification pour les trois espèces (P. platessa, M. surmuletus,

et L. whiffiagonis), og et po1 étaient sous-représentés mais les structures ldo et po2

ne l’étaient pas. Ainsi, la sous-représentativité sur les deux stades cellulaires précoces

n’impacte pas le classement de l’individu dans une phase de maturité.

L’échantillonnage d’individus en ciblant la saison de reproduction (à partir du début

de la vitellogenèse) permet de limiter la variabilité de la présence de structures rares au

sein de l’ovaire ou pouvant être présentes sur de très courtes périodes chez quelques indi-

vidus, comme observés chez la cardine franche avec des ovocytes émis en atrésie (aoB) et

de la L ou la plie avec les POF. Par ailleurs, il a été observé que même en vérifiant l’homo-

généité cellulaire chez des individus se trouvant dans des phases de maturité différentes,

les pourcentages de cellules retrouvés entre individus n’ont pas été influencés.

Le nombre important de lames analysées (entre 90 et 180 en fonction de l’espèce)

a permis d’obtenir des résultats montrant que les proportions cellulaires sont identiques

pour des individus de mêmes phases de maturité, confirmant que le plan d’échantillonnage

était adapté aux objectifs de l’étude : un échantillonnage de plus de 15 individus par mois

n’aurait pas changé les pourcentages de structures cellulaires retrouvées mensuellement

chez les trois espèces.

4.5 La dynamique cellulaire

4.5.1 La plie, Pleuronectes platessa Linnaeus, 1758

L’analyse des types cellulaires pour P. platessa a mis en évidence la présence de

plusieurs cohortes d’ovocytes pour chaque mois échantillonné, avec en moyenne au moins

30% des cellules de la lignée germinale étant des ovocytes primaires. Cette organisation

reflète le développement groupe synchrone de ce batch spawner (Barr, 1963a ; Murua
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et al., 2003 ; Rijnsdorp, 1989). En Manche Est, la vitellogenèse démarre dès novembre

pour une ponte en décembre et janvier, de façon similaire aux plies de la Mer du Nord

(Bromley, 2000). En mars, un nouvel évènement de maturation est initié, avec présence

d’ovocytes hydratés (ho) laissant supposer une possible ponte en avril, comme l’avait

suggéré Rijnsdorp (1989) pour la zone Mer du Nord. Un échantillonnage couvrant les

périodes d’avril à juillet permettrait de statuer sur ce possible deuxième évènement et

d’assurer une couverture complète des périodes du frai de la plie.

4.5.2 Le rouget barbet de roche, Mullus surmuletus Linnaeus, 1758

M. surmuletus est également un batch spawner avec une dynamique ovocytaire groupe

synchrone. En effet, on observe plusieurs cohortes d’ovocytes de stades différents présents

tout au long de la période d’échantillonnage. Cette espèce a une très courte période du

frai avec au moins deux évènements d’émission d’ovocytes en mai et juillet, en accord

avec les observations de N’Da et al. (1993) et Desbrosses (1933). La comparaison des

périodes du frai entre les deux stocks étudiés suggère que les individus de Manche-Est

pondent 1 mois après ceux du Golfe de Gascogne (ponte en mai). Un échantillonnage plus

conséquent dans cette période permettra de valider cette hypothèse également citée par

Mahé et al. (2013, 2005).

La particularité du rouget est le fort taux d’atrésie constaté après la ponte, qui avait

aussi été observé par N’Da et al. (1993), signalant une période de régression très courte

avec la disparition des POF avant septembre. Par ailleurs, en dehors de la saison de

reproduction, les grands individus (>20 cm) ne présentent que des ovocytes primaires, ce

qui conduit à les classer en phase A (immature) alors qu’ils se sont déjà probablement

reproduits. Cette classification présente donc des incohérences, avec des individus de 2 et

3 ans classés de façon erronée en A juste avant la saison de reproduction, qui doivent être

reclassés.

Chez cette espèce, des ovocytes primaires présentant des gouttelettes lipidiques sont

observés notamment chez des individus âgés de 2 ans et mesurant au moins 21 cm après

la saison de ponte. Les lipides ovocytaires sont une source énergétique importante dans le

vitellus mais ils jouent aussi un rôle dans la maturation ovocytaire (Johnson et al., 2009 ;

Wiegand, 1996). Ce résultat permet de mettre en évidence l’importance de la prise en

compte des ovocytes avec gouttelettes lipidiques (ldo) dans les structures à identifier lors

des comptages en stéréologie.

4.5.3 La cardine franche, Lepidorhombus whiffiagonis (Walbaum, 1792)

La présence de plusieurs types d’ovocytes pendant les mois échantillonnés, avec une

majorité d’ovocytes en vitellogenèse lors de la saison de reproduction, souligne le déve-
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loppement asynchrone de ce batch spawner (Nielsen, 1989). La vitellogenèse est active

en novembre, avec présence d’ho en janvier et des signes de ponte aux mois de février

et mars (Dominguez-Petit et al., 2018). De forts taux d’atrésie sont observés en mars

avec une résorption des POF. En dehors de la saison de reproduction, de grands in-

dividus ont été classés en phase A, alors qu’il s’agit plus probablement d’individus en

régression/régénération (D). Là encore, ce résultat souligne l’intérêt d’un échantillonnage

des cardines franches de novembre à mars (avant et pendant la ponte) pour l’estimation

des phases de maturité.

4.6 Calculs des L50 et A50 basés sur la stéréologie

La régression et la disparition des ovocytes secondaires et follicules post-ovulatoires

(POF) chez les individus ayant pondu fait place à un ovaire qui, en se tenant aux critères

histologiques, est classé en phase immature (A). Une piste utilisée pour distinguer les

individus immatures des individus ayant pondu mais ne présentant plus que des ovocytes

primaires était de reprendre l’épaisseur de la paroi gonadique (gw) comme suggéré par

Bucholtz et al. (2013), les individus n’ayant jamais pondu présentent une paroi gona-

dique fine alors que les individus ayant déjà participé à la ponte présentent une paroi

gonadique plus épaisse. Cette observation n’a pu être validée, ni pour la cardine franche

(Figure 3.25) ni pour le rouget barbet de roche. L’Article 3 (p. 184) soulève aussi cette

problématique chez le rouget barbet de roche, avec des individus classés en phase A de

longueur et âge supérieurs à ceux d’individus ayant déjà participé à la ponte. Cela a aussi

été noté chez la cardine franche (L. whiffiagonis) et questionne l’estimation de la phase de

maturité par l’utilisation de la stéréologie seule en dehors de la période de reproduction.

Cela remet aussi en question les calculs de métriques L50 et A50 établis à partir de données

récoltées en dehors de la saison de reproduction.

La longueur à première maturité de la plie a été estimée à 20 cm. Compte tenu de la

longueur minimale de capture à 27 cm, les individus pêchés devraient donc avoir participé

à un ou plusieurs évènements de ponte avant d’être capturés. Cependant, comme souligné

dans le Chapitre 2, la plie fait l’objet d’importants rejets de pêche (prise accessoire des

pêcheries mixtes visant principalement la sole Solea solea) (Millner et al., 2018). Ainsi,

malgré une longueur minimale de capture qui semble être en dessous de la longueur à

première maturité, des individus plus petits sont tout de même capturés et débarqués

dans le cadre de l’obligation de débarquement des captures totales.

Pour le rouget barbet de roche, la L50 a été établie via les critères macroscopiques

(18 cm pour cette étude et 16.9 cm par Mahé et al. (2013)) et par stéréologie en prenant

en compte la problématique d’identification des femelles sexuellement matures en dehors

de la saison de reproduction (22.9 cm pour une première participation à la ponte à deux
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ans). Dans tous les cas, cette L50 reste au dessus de la longueur minimale de capture de 15

cm mise en place en France (France, 2013). La pêche prélève donc dans ces stocks des

individus qui ne se sont pas encore reproduits. Ce résultat suggère que les règles de gestion

actuelle de ces stocks doivent être reconsidérées dans le cadre d’une exploitation durable

de la ressource, en imposant par exemple une longueur minimale de capture adaptée, et

ce au niveau européen.

Finalement, pour L. whiffiagonis provenant du stock 27.7b-k la L50 basée sur la mé-

thode stéréologique est de 20 cm pour une première reproduction à 2 ans. Vingt cm est

aussi la longueur minimale de capture pour ce stock. Cette L50 est supérieure à celle éta-

blie par Dominguez-Petit et al. (2022) (L50 = 17.8 cm et A50 = 2.4 ans) mais inférieure

à celle établie par Robson (2004) (L50 = 24.0 cm et A50 = 2 ans) pour des individus

provenant du stock 27.7b-c. Les A50 calculés estiment une première reproduction à 2

ans.

Ces différences de longueurs retrouvées par les deux auteurs qui ont échantillonné des

individus sur les côtes ouest de l’Irlande pourraient signaler une décroissance de la L50 de

la population en moins d’une quinzaine d’années, comme cela a été observé chez la plie

(Walraven et al., 2010). De plus, la différence entre la L50 estimée par Dominguez-

Petit et al. (2022) et celle de cette étude pourrait être reliée à la zone d’échantillonage ;

en effet, la majorité des individus récoltés pour ce travail provenaient des divisions CIEM

7g,h,j au sud de l’Irlande.

Les données bibliographiques indiquent qu’en se basant sur les critères morpholo-

giques pour évaluer les phases de maturité, la longueur et l’âge à première maturité ont

tendance à être surévalués (Burchard et al., 2013 ; Lang et al., 2013). C’est également

ce que nous avons constaté chez la plie et la cardine franche. En utilisant la méthode

stéréologique, en plus de prendre en compte le cycle d’ovogenèse pour distinguer les indi-

vidus en phase de régression/régénération (D) des individus immatures (A), un nouveau

biais apparaît : la maturité physiologique (i.e. capacité à produire des gamètes) n’est

pas différenciée de la maturité fonctionnelle (i.e. contribution à la production de larves)

(Hunter et al., 1985a ; Prince et al., 2022). L’histologie permet de cibler la maturité

physiologique (développement de la gonade en présence d’hormones gonadotropes, évène-

ment identifié par l’apparition d’ovocytes à alvéoles corticales (cao) (Brown-Peterson

et al., 2011)). Mais cette maturité cellulaire basée sur des cellules germinales encore rela-

tivement précoces dans la lignée (cao) ne reflète pas strictement la maturité fonctionnelle

et conduit probablement à une surestimation du potentiel de reproduction réel du stock

(Prince et al., 2022). Or en gestion des pêches, la longueur estimée est celle à laquelle le

poisson contribue à la biomasse du stock (i.e. la première ponte). Ainsi, pour rapprocher

les deux définitions et éviter d’inclure les individus les plus petits présentant une capacité
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physiologique à se reproduire (présence de cao) mais qui n’auraient pas encore participé à

un évènement de reproduction, une estimation de la phase de maturité par la stéreologie

devrait être effectuée au plus proche de la période de ponte.
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Simple Summary: Histology and stereology were used to estimate the sexual maturity phase for the

European Plaice, as well as a description of the oogenesis cycle and size at first maturity. This study

provides a method to accurately determine a key parameter for fisheries management that may be used

for other species.

Abstract: The following paper gives a detailed description of the oogenesis cycle for the European

Plaice (Pleuronectes platessa), from oogonia to post-ovulatory follicle, including ovarian follicle and

zona pellucida sizes. Noteworthy particularities were the difficulty in identifying cortical alveoli

due to their very small size. Quantitative histology (stereology) on histological slides was used

to determine a first size at maturity for females from the English Channel, which was found to

be smaller compared to the literature (19 cm). Stereology also determined a first spawning event

starting in January, with a peak in February and ongoing until March. Moreover, the use of stereology

showed misclassifications for individuals categorized into a maturity phase using a macroscopic

visual method. Misclassifications were found with individuals that had spawned (D) but were put

under the immature (A) phase, and individuals in development (B) classified under D.

Keywords: sexual maturity; histology; fish ovary

1. Introduction

The reproductive capacity, or more precisely, the capacity to produce viable eggs or lar-
vae, is a key parameter for stock management of exploited fish species [1,2]. Subsequently,
a fine appreciation of the reproductive biology of targeted species is of great importance
when evaluating the productivity of exploited stocks. Regular sampling of these stocks and
the determination of parameters linked to reproductive status, such as sex ratio, sexual ma-
turity or fecundity, may contribute to the evaluation of their reproductive capacity. Usually,
the reproductive success of a species is mainly attributed to females and is determined by
the percentage of mature females (females showing gonad development) in the stock [3].
Estimating this reproductive success is one of the main objectives in fisheries management,
with the generation of indicators such as the maturity ogive, the spawning potential ratio,
or the spawning stock biomass.

Until recently, the description of maturity phases for fish species sampled during
annual scientific campaigns was mainly based on macroscopic criteria: the gonads of fish
were extracted to allow a visual appreciation of criteria linked to reproductive status. For
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example, the length of the gonad, its color or global aspect, and texture were determining
factors in maturity staging. Several National and European protocols were established
by the International Council for the Exploration of the Sea (ICES) in order to harmonize
this reading procedure. This harmonization led to the identification and description of
six maturity phases named A to F (some of them subdivided into subphases): immature
(A), developing (B), spawning (C), regressing/regenerating (D), omitted spawning (E), and
abnormal (F) (Table 1). These phases, subphases, and their associated macroscopic criteria
have been used since 2012 to homogenize the procedure of maturity evaluation for all
teleost fish species regulated by European policies in stock management [4,5].

Table 1. Description of the maturity phases for female teleostean species adapted from the Workshop

for Maturity Staging Chairs (WKMATCH), the Workshop for Advancing Sexual Maturity Staging in

Fish (WKASMSF) [4,5] and Brown Peterson et al. (2011) [6].

State
Description

Sexual Maturity Phase
Old Terminology

(ICES 2012)
New Terminology

(ICES 2018)
Macroscopic

Criteria
Histological Features

Possible
Sub-Phase

Possible
Sub-Phase

Possible
Sub-Phase

SI: Sexually
immature
(without gonad
development)

Immature I A

Small, pinkish,
and translucent
(often clear)
ovaries shorter
than 1/3 of the
body cavity.
Indistinct blood
vessels and no
visible eggs

Only oogonia and primary growth
oocytes were present, containing
no oil droplets, rare atresia, and no
muscle bundles. Thin ovarian
wall, scarce connective tissue
around follicles, and little space
between oocytes

SM: Sexually
mature (with
gonad
development)

Developing

Developing but
functionally
immature
(first-time
developer) II

IIa

B

Ba Enlarging
ovaries, blood
vessels become
more distinct

Increase in oocyte size, blood
vessels more distinct, primary
growth, and cordical alveolar
oocytes present. Early and
mid-vitellogenesis oocytes and
atresia may be present. No
post-ovulatory oocytes nor late
vitellogenic oocytes

Developing but
functionally
mature

IIb Bb

Spawning

Actively spawning

III

IIIa

C

Ca Large ovaries,
prominent blood
vessels, and
individual
oocytes are
visible
macroscopically

Late vitellogenic oocytes are
present. Early stage of oocyte
maturation can be present. No
post-ovulatory. Atresia of
vitellogenic or hydrating oocytes
may be present

Spawning-capable IIIb Cb

Oocytes at the end of germinal
vesicle migration, germinal vesicle
breakdown, hydration, or
ovulation are present. Recently
collapsed post-ovulatory follicles
can be present

Regression/
Regeneration

Regression

IV

VIa

D

Da

Reddish ovaries
of about 1/2 of
the body cavity
length. Flaccid
ovary walls,
prominent blood
vessels, and
possible
remnants of
disintegrating
opaque and/or
translucent eggs

Atresia (any stage) and
post-ovulatory oocytes are present.
Some healthy cortical alveolar
oocytes and/or early and
mid-vitellogenic oocytes are
present

Regeneration IVb Db

Small, pinkish,
and translucent
ovaries that have
a length of about
1/3 of the body
cavity, with
reduced but
present blood
vessels. No
visible eggs

Only oogonia and primary growth
oocytes are present. Oil droplets
can be seen in primary growth
oocytes (species-dependent).
Muscle bundles, enlarged blood
vessels, a thick ovarian wall,
and/or atresia or old,
degenerating post-ovulatory
oocytes may be present
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Table 1. Cont.

State
Description

Sexual Maturity Phase
Old Terminology

(ICES 2012)
New Terminology

(ICES 2018)
Macroscopic

Criteria
Histological Features

Possible
Sub-Phase

Possible
Sub-Phase

Possible
Sub-Phase

SM: Sexually
mature (with
gonad
development)

Omitted
spawning V E

No post-ovulatory oocyte and at
least 50% of the vitellogenic
oocytes are atretic

Abnormal VI F

Problems in
development
(necrosis,
sclerosis,
intersex; the
majority are
unhealthy)

Even if this approach is simple and time-efficient, the results it yields are not entirely
satisfactory. The assessment of visual criteria largely depends on the reader, which may lead
to wide variability in the determination of the percentage of mature females. Indeed, the
range of variability may reach 30% to 50% depending on the species and mainly concerns
the first maturity phase (transition from immature A to first maturity B individuals) [5,7].
Subsequently, this variability affects the fine comprehension of the mechanisms controlling
life history traits [8]. Moreover, the misevaluation of an individual’s maturity phase
questions the quality of fisheries management procedures, negatively affects the modeling
of stocks, and subsequently impacts management policies at a European scale.

A previous study [6] suggested combining morphologic criteria with histological criteria
to accurately determine the reproductive phase of fish. Moreover, they reviewed the definitions
and terminologies used in the description of reproductive processes occurring at the gonad’s
level and at the cellular level. The different reproductive phases were associated with fine
histological descriptions of the gonads. The classification of a female individual within a
maturity phase relies on the identification of various stages of germinal cells, from oogonia
to hydrated oocytes, but also the thickness of the ovarian wall, the occurrence of atresia, the
number and aspect of blood vessels, and the presence of post-ovulatory follicles [9]. Indeed, a
standardization of the histological description of each cell of the germ lineage was suggested so
as to cover a large range of species based on the compilation of several terminologies [9]. For
all species, the same cellular progression was observed during oogenesis: oogonia, primary
growth oocytes, oocytes with cortical alveoli vesicles, vitellogenic oocytes, maturating oocytes,
including the migration of the germinal vesicle and the hydration of the oocyte, and finally
ovulation leading to the formation of post-ovulatory follicles. The histological approach, while
expensive and time-consuming, is also considered to be the most accurate method to assess the
reproductive phase of a species [10].

However, these descriptions are still based on a qualitative appreciation of histological
structures, such as the presence of cortical alveoli oocytes or post-ovulatory follicles [11],
the ovarian wall thickness, or even blood vessel abundance, and could greatly benefit from
a quantitative approach. Moreover, since no norms are set concerning the studied surface
of the histological section, observations may not be representative of the gonad section
or of the whole gonad. In addition, if the course of gametogenesis is broadly unchanged
in fish species, some species-specific features may be observed, such as the timing of
certain cellular events or the morphology and proportions of each cell type. Therefore,
a fine description of cellular characteristics for each species, combined with the use of a
quantitative approach, would lead to a precise and accurate evaluation of microscopic
criteria and subsequently the reproductive phase.

The pleuronectid Pleuronectes platessa is a Pleuronectiformes species intensively fished in
the eastern English Channel, especially in ICES Area 27, and is subject to stock management
procedures [12–14]. Indeed, the age and length at which 50% of females have reached sexual
maturity have significantly shifted during the 20th century [15]. This further underlines the
necessity to regularly monitor the evolution of maturity characteristics [16]. To complete the
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already existing works investigating fecundity and sexual maturity on the basis of macroscopic
parameters, we offer in this study a precise and comparative description of oogenesis processes
using Brown Peterson et al.’s (2011) [6] terminologies. We then developed a quantitative
approach based on stereology and image analysis of the whole transverse ovarian section as
an objective method to define the various phases, from the early immature phase to mature
spawning females.

2. Materials and Methods

2.1. Specimen Sampling

Specimens of European Plaice (Pleuronectes platessa) were fished in the Eastern English
Channel (ICES division VIId) (Figure 1) using a bottom trawl from either commercial fishing
vessels or during the scientific campaign CGFS (Channel Ground Fish Survey). Individuals
from campaigns were dead by the time of sampling, and all individuals from commercial
catches were dead when received from the fish wholesaler. The sampling was opportunistic,
depending on the monthly catches of commercial fishing vessels or the availability of scientific
campaigns. This led to disparities in the number of fish sampled each month as well as gaps
between sampled months. Moreover, commercial catches being under size regulations, small
individuals could only be sampled during scientific campaigns that were themselves limited
in time. The temporal frame for the samples was set following the reproductive cycle of the
European Plaice in this area. Depending on commercial catch availabilities, a dozen fish were
sampled per event, with double the samples taken during the spawning period. A total of
151 plaice were obtained from January 2017 to August 2019. All specimens sampled during
the scientific campaign CGFS were treated immediately on board for biometric measurements
(ungutted weight, total length, otolith extraction) [17]. All specimens from commercial vessels
had been fished a day prior and were dissected as soon as they arrived on site. For each
animal, the visceral cavity was opened to determine the sex, and the ovaries of females were
carefully extracted, photographed, and weighted. From the gonadal weights, an individual
gonadosomatic index (GSI) was computed using Equation (1).

GSI = (weight of the ventral ovary ÷ ungutted ovary-free weight of the individual) ⇥ 100 (1)

 

Figure 1. Map of ICES Area 27. The study took place in the VIId division. (Carine Sauger-March 17

2021-QGIS 3.16.4-Hannover).
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The reproductive phase was established according to the ICES scale [5] through the
observation of macroscopic criteria (Table 1).

2.2. Light Microscopy

The ventral ovary was transversely cut in the median region to obtain 1 cm-thick
pieces of gonad for each female. The tissue samples were fixed for histology in Davidson’s
fixative (10% glycerol, 20% formaldehyde, 30% ethanol 95�, 30% sterile seawater, 10% acetic
acid) at 4 �C for 48 h. They were then dehydrated in successive ethanol dilution baths,
transferred to butanol (Carlo Erba, Val-de-Reuil, France), and embedded in paraffin wax
(Roth, Lagny-sur-Marne, France). Five micrometer sections were stained according to the
Prenant Gabe trichrome protocol [18].

Microphotographs were taken with an Olympus AX70 microscope using the Olympus
CellSens© software (v2.3). Various cell types of the female germline were identified, and
measurements of cellular structure sizes (i.e., mean cell diameter and mean zona pellucida
width) were made.

2.3. Quantitative Analysis of Ovarian Sections

The procedure for quantitative analysis was previously described [19]. Using a histology
slide scanner (Aperio CS, Scan Scope Console software, v.10.2.0.2352), the slides were scanned
and analyzed with the Aperio software (v12.1.0.5029). To quantify the cellular structures,
a stereological analysis based on Glagolev’s [20] method was used. After detecting the
cross sections on the scanned histological slides through segmentation using a threshold
applied to the gray level image to extract the tissue area [21], a grid of 500 to 600 equidistant
points was layered over the ovarian section using a random starting point. Each sampling
point was assigned a single structure. This allowed for the computation of a percentage
of times a structure was counted on a single slide, leading to a surface percentage for all
ovarian structures. In this study, only the percentage of germ cell surfaces (%GCS) was
taken into account for og, po1, po2, cap, vit, pho, ho, and POF (for the acronyms’ definitions
see Table 2). To summarize the different follicle stages, og, po1, and po2 were classified
under pca (precortical alveoli), and all vitellogenic oocyte categories (vit1, vit2, and vit3) were
classified under vit. With this data, information on the germ cells present in the ovaries
of each individual, as well as the mean %GCS per month and for each maturity phase,
was established. Inter-agent calibration with a reading protocol [22] was used to validate
this stereological approach. Cellular homogeneity inter-gonad (ventral and dorsal) and
intra-gonad (anterior median and posterior sections) was also checked [19]. Once cellular
homogeneity was demonstrated, the reading results of the ventral ovary were used.

2.4. Size Class in Which 50% of Females are Mature (L50)

The size class in which 50% of the female population is considered mature (L50) was
computed using a logistic regression between the maturity phase and the size using the
function gonad_mature() of the SizeMat R package [23]. The L50 median and confidence
intervals were estimated using a non-parametric bootstrap method with 1000 replications.
The goodness-of-fit for the regression was evaluated using Nagelkerke’s R-squared coef-
ficient of discrimination [24]. The L50 assumptions describe the range in which maturity
onset occurs, represented by a logistic curve centered on length [25]. This curve indicates
the point at which 50% of individuals start producing gametes relative to their body length,
corresponding to the individuals presenting vitellogenesis. The data used to estimate this
(L50) was the maturity phase determined through stereology by implementing histological
features previously described [4–6].
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Table 2. Summary of used abbreviations, germline cell identification criteria, and mean cell size (µm)

in P. platessa. pca: precortical alveoli; vit: vitellogenic oocyte categories.

Abbreviation Name Identification Criteria Size (µm)

pca

og Oogonia N/C ⇡ 0.8 Clear cytoplasm 14.3 ± 4.6

po1 Primary oocyte, early stage
N/C � 0.5. Hematoxylin-stained cytoplasm. Smooth
nuclear membrane. Less than 5 nucleoli

29.6 ± 5.4

po2 Primary oocyte, late stage
N/C < 0.5. Hematoxylin-stained cytoplasm. Smooth nuclear
membrane. More than 10 nucleoli. At the end of the stage,
2 distinct cytoplasmic areas.

82.7 ± 15.9

cao Cortical alveoli oocyte

Scalloping of the nuclear membrane. Numerous nucleoli.
Scarce lipidic droplets and cortical alveoli in the inner
cytoplasm. Lampbrush chromosomes. Zona pellucida starts
to form.

153.1 ± 17.8

vit

vit1 Early vitellogenic oocyte

Ring of eosinophilic vesicles around the cytoplasm. Scarce
lipidic droplets. Migration of the germinal vesicle.
Zona pellucida thickness increases.

191.5 ± 29.1

vit2 Mid vitellogenic oocyte
Progressive invasion of the whole cytoplasm with vitellus
droplets. Zona pellucida becomes eosinophilic

380.0 ± 57.2

vit3 Late vitellogenic oocyte
Cytoplasm completely filled with vitellus droplets.
Polygonal in shape. Thick and fully eosinophilic
zona pellucida

629.5 ± 88.5

pho Partially hydrated oocyte
Presence of vitellus droplets and clear basophilic areas
in the cytoplasm.

847.2 ± 104.0

ho Hydrated oocyte Homogeneous cytoplasm with no visible vitellus droplets 958.7 ± 60.7

POF Post-ovulatory follicle Theca and granulosa layers left behind after ovulation

3. Results

Ovaries appeared as paired, elongated structures within the abdominal cavity (Figure 2a).
The gonadal section presents a concentric organization of the folded germinal epithelium
that constitutes the ovarian lamellae, connecting to the external ovarian wall. This germinal
epithelium contains the oogonia, oocytes, and/or follicles, depending on the stages of game-
togenesis, until the release of mature oocytes from their follicles into the ovarian cavity just
before spawning (Figure 2b,c).

Oogenesis was divided into four instances: proliferation, previtellogenesis, vitellogen-
esis, and maturation.

3.1. Proliferation

Oogonia are nested in the germinal epithelium. They consist of small oval cells (mean
diameter 14.3 µm ± 4.6 µm) with a large round nucleus containing a unique nucleolus
(Figure 3a). The nucleus contains clumps of chromatin in its periphery, and the cytoplasm is
clear. The nuclear cytoplasmic ratio of an oogonium, calculated with Equation (2), is elevated
(approximately 0.8). The nest usually groups several oogonia, accompanied by their associated
somatic cells (elongated nuclei). Mitotic cell divisions are sometimes observed.

N/C = diameter of nucleus ÷ diameter of the follicle taken by the cytoplasm (2)
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Figure 2. (a): Dorsal (D) and ventral (V) ovaries for Pleuronectes platessa. (b,c): Transverse histologic

sections of P. platessa ovaries showing a concentric organization. Germinal cells (gc) at various

stages of oogenesis are located between two successive germinal epithelium lamellae with (c): an

enlargement of the insets in (b). ow: ovarian wall (ow); ge: germinative epithelium; l: lumen of the

ovaries; bv: blood vessels.

 

Figure 3. Oogonia, primary growth oocytes, and early vitellogenic oocytes (vit1) of P. platessa.

(a): Oogonia (og) associated with somatic cells (black arrow) nested in germinative epithelium (ge).

Note an oogonia nest with intense proliferative activity (F). (b): An early primary oocyte (po1) with
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a low number of nucleoli and highly stained cytoplasm and more advanced primary oocytes (po2)

with abundant nucleoli (n) along the periphery of the nucleus (N). The nuclear membrane is still

smooth. (c): Precortical alveoli stage, classified under po2, with cleaved ic and ec (internal and

external cytoplasm, respectively). Lampbrush chromosomes (the white arrowhead) may be observed.

(d): Cortical alveoli oocytes (cao) with a scalloped nuclear membrane. Lipidic droplets (ld) are

observed in the inner cytoplasm. Cortical alveoli (ca) can be seen along the junction between the inner

and outer cytoplasms. The follicle envelope is composed of a thin zona pellucida (zp) encompassed

between the oocyte membrane and the complex follicular cells (fc) and theca (th) containing blood

vessels (bv).

3.2. Previtellogenesis

Oogonia become primary oocytes following an increase in size (Figure 3b) as their
cytoplasm becomes intensively hematoxylin-stained. A primary growth oocyte’s nucleus
contains an increasing number of highly basophilic nucleoli, and their N/C decreases
progressively. The nucleus of early-stage primary oocytes is spherical and surrounded by a
smooth nuclear membrane. At this stage, the nucleus contains a few intensely red-stained
nucleoli (less than 5 in general). Early-stage primary oocytes have a N/C of 0.5 or more
and a mean size of 29.6 µm (±5.4 µm). At the following stage, the cytoplasm of advanced
primary oocytes enlarges considerably, reaching a N/C of less than 0.5, and the nuclear
membrane is still smooth. The number of nucleoli increases to more than 10, and they are
located on the external periphery of the nucleus. The mean size of po2 is 82.7 µm (±15.9 µm).
At the end of this stage, it is sometimes possible to distinguish lampbrush chromosomes.

At the end of the primary oocyte growth stage (Figure 3c), while the nucleus membrane
is still smooth, the cytoplasm appears divided into two distinct concentric areas: the inner
cytoplasm and the outer cytoplasm. At this stage, both areas appeared homogeneously
stained without any clear vesicles, and the nuclear membrane was smooth.

The cortical alveoli oocyte (cao) is characterized by the scalloping of the nuclear
membrane and the presence of inclusions in the cytoplasm (Figure 3d). The number
of nucleoli is still elevated, and they are niched into the folds of the scalloped nuclear
membrane. Some scarce and small lipid droplets and cortical alveoli are restricted to the
inner cytoplasm. Lampbrush chromosomes may be seen in the nucleus. During that stage,
somatic cells forming the follicular cell layer and the theca, containing blood vessels, are
clearly visible around the oocytes. The zona pellucida starts to form. The mean cao size is
153.1 µm (±17.8 µm).

3.3. Vitellogenesis

This stage is characterized by a significant increase in oocyte size linked to the accumu-
lation of vitellus in the cytoplasm (Figure 4). At the beginning of the vitellogenic stage (vit1)
(Figure 4a), a ring of eosinophilic vesicles containing vitellus forms around the cytoplasm
of the oocytes. Some scarce lipidic droplets are still present. The nucleus is central, and its
membrane remains indented. The zona pellucida slightly increases in thickness but remains
green-stained. The mean size of vit1 is 191.5 µm (±29.1 µm).

The stage named vitellogenic oocytes 2 (vit2) is characterized by the progressive
invasion of the whole cytoplasm by vitellus droplets (Figure 4c). This progression starts
from the external side of the oocyte until the vitellus occupies the whole cytoplasm. At this
stage, the zona pellucida becomes eosinophilic as it progressively thickens, reaching a mean
value of 9.2 µm (±1.6 µm). The mean size of vit2 is 380.0 µm (±57.2 µm).

At the end of vitellogenesis, the oocytes (vit3) (Figure 4e) are completely filled with
vitellus droplets. The follicles appear polygonal in shape, surrounded by a thick and fully
eosinophilic zona pellucida (53.81 µm ± 5.10 µm). Vitellogenic oocyte vit3 size reaches
629.5 µm (±88.5 µm).
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Figure 4. Vitellogenic oocytes of P. platessa. (a,b): Early vitellogenesis in vit1 oocytes, showing the

formation of pink-stained eosinophilic vitellus droplets (vd and black arrow), initiates the start of

vitellogenesis. At this stage, vitellus droplets coexist with scarce lipidic droplets (ld). The cytoplasm is

zonated (ic and ec for internal and external cytoplasm, respectively). The zona pellucida (zp) is still thin

and basophilic. Endocytosis vesicles (ev) are clearly visible under the zona pellucida. The follicular cells

(fc) and the theca (th) containing blood vessels (bv) encircle the oocyte. (c,d): Mid vitellogenic oocyte

(vit2) showing progressive invasion of the cytoplasm by vitellus droplets. The zp progressively thickens

and becomes eosinophilic. (e,f): Late vitellogenic oocyte (vit3) with the thickening of the zp fully red

and vitellus droplets filling the entirety of the cytoplasm. N: nucleus; n: nucleolus.

3.4. Maturation

During the hydrating stage, partially hydrated oocytes contain vitellus droplets but
also homogenous, clear basophilic areas in their cytoplasm (Figure 5a). There is a slight
decrease in zona pellucida thickness, which appears striated (33.1 µm ± 3.5 µm) with an
increase in the mean diameter of oocyte follicles (847.2 µm ± 104.0 µm).
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Figure 5. Hydration of oocytes, emission, and atresia in the ovary of P. platessa. (a): Partially hydrated

oocytes (pho). (b): Hydrated oocytes (ho). Other structures observed in the ovary are (c): post-

ovulatory follicles (POF) remaining in the ovary after ovulation. (d): Lysis area (L) in the lumen.

(e): Atretic oocyte exhibiting evidence of lysis before emission (aoα). (f): Atretic oocyte exhibiting

evidence of lysis after emission (aoβ).

At the end of the hydration process, hydrated oocytes appear spherical (Figure 5b).
A fully hydrated oocyte (ho) possesses a homogeneous cytoplasm with no visible vitellus
droplets. The mean diameter of ho is 958.7 µm (±60.7 µm), while zona pellucida thickness
reaches 40.4 µm (±5.0 µm). Figure 6 illustrates female germinal cells’ growth diameter
from the oogonia stage to mature oocytes. Moreover, zona pellucida thickness increases
mainly between vit2 and vit3 stages. The presence of follicle cells and theca indicates that
the oocyte has not been emitted yet. The observation of well-preserved, hydrated oocytes
is tricky due to the difficulty of cutting at this stage.
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Figure 6. Mean diameters (µm) of female germline cells and zona pellucida (zp) thickness for P. platessa

during oogenesis. Mean diameters were measured over 20 cell sections, including the nucleus. Bars

represent the standard deviation. og: oogonia; po1: early primary oocyte; po2: advanced primary

oocyte; cao: cortical alveoli oocyte; vit1: early vitellogenic oocyte; vit2: advanced vitellogenic oocyte;

vit3: complete vitellogenic oocyte; pho: partially hydrated oocyte; ho: hydrated oocyte.

3.5. Other Notable Ovarian Structures

Post-ovulatory follicles are observed in the ovary once the oocytes have been emitted
(Figure 5c). This structure is composed of theca and granulosa layers left behind after
ovulation. Due to ongoing lysis, the thickness of these layers will progressively diminish
over time during the regressing phase (D).

Atretic oocytes were observed on histological slides of individuals at different maturity
phases (Figure 5e,f). Atretic oocytes may be classified into two main categories: Early atretic
oocytes, or atretic oocyte alpha, exhibit evidence of lysis before emission. They are still
enclosed in the theca and granulosa but show evidence of lysis, resulting in a progressive
disruption and the loss of their round shape. Late atretic oocytes, named atretic oocytes
beta, are emitted oocytes remaining in the lumen of the ovary, out of their post-ovulatory
follicle. They are always free of theca and surrounded by phagocytic cells. Areas with
lysis were also observed without any possibility of determining the nature of the lysed cells
(Figure 5d). During maturation, the ovarian wall appears distended due to the presence of ho

and progressively thickens with abundant muscular fibers and blood vessels after spawning.
All these cellular structures have been taken into account during the quantitative approach.

3.6. Quantitative Evaluation of Maturity

Stereology allows for the count of structures found within a 3-dimensional cell by
analyzing a 2-dimensional section while taking into consideration geometry and statistical
probabilities [26,27]. As applied to histology, linking a single cellular structure to a unique
sampling point gives an objective view of the different cellular structures present within
the cross section. This provides a means to quantitatively evaluate the surface percentage
of these structures or to methodically point out individuals presenting specific cellular
stages throughout the studied cross section.

Through this method, Figure 7 shows for fish of each size class the percentage of animals
classified into the most advanced oocyte stage present within the ovary. When taking into
account precortical alveoli oocytes (i.e., og, po1, or po2) as the most advanced follicle stage,
all individuals of 18 cm or less are classified into that category. The first individual with cao

as the most advanced oocyte stage appears at 19 cm (n = 1 out of 3 sampled individuals).
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Individuals presenting vitellogenesis (i.e., vit1 and later stages) as the most advanced oocyte
stage are 21 cm and over.

Figure 7. Identification of the most advanced oocyte in the gonad of P. platessa. For each individual’s

length (by class of 1 cm), three groups were defined: animals with at least one vitellogenic oocyte

or more advanced stages (dark gray), animals with at least one cortical alveoli oocyte (cao) as the

most advanced oocyte (medium gray), and animals with precortical alveoli (pca) stages (og + po1 +

po2) as the most advanced oocyte (light gray). The number (n) of fish belonging to each size class is

indicated on the top of the bars.

Figure 8a shows the percentage of mature individuals with their most advanced
germline stage, classified by month over a year (March 2018 to March 2019). All individuals
(n = 123) are �21 cm long and could be considered sexually mature when looking at Figure 7.
The first sampling in March 2018 showed a majority (80%) of individuals presenting
POF, an indication of spawning. In June, 58% of individuals showed pca as their most
advanced oocyte stage, while the rest showed cao, indicating that spawning events ended
between March and June. From November to December, the number of individuals with
partially hydrated oocytes at the most advanced stage increases. In January and February,
the majority of individuals (70% and 91%, respectively) presented POF, signaling that
spawning has occurred. By March 2019, individuals with POF were still present (46%), but
there are still individuals with pca (3%), cao (27%), vitellogenic oocytes (17%), and ho (7%)
as their most advanced oocyte stage, indicating oogenesis onset.

Furthering the use of histology data obtained through stereology, Figure 8b was
established to allow for a better appreciation of the mean surface percentages of each germ
cell type (%GCS) found within the ovaries depending on the month. The mean percentage
of precortical alveoli (pca) oocytes ranges from 31% in December to 56% in March 2019,
and they are present all year round. Cortical alveoli stages also seem to be present all year,
with a mean surface percentage of 22% in November that decreases to 10% by January.
For November and December, the mean percentage of maturing oocytes (vit, pho, and
ho) increased from 24% to 48%. By January, ho are present (5%) concomitantly with POF

(38%), indicating a massive spawning event. From January to March, POF progressively
decreased due to its progressive resorption.
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Figure 8. (a): For each month, percentage of animals classified under the most advanced oocyte

stage found within their ovary. (b): For each month, the mean percentage of germline cell surface

(GCS) found in the gonads of sampled P. platessa. pca: precortical alveoli oocytes (og + po1 + po2);

cao: cortical alveoli oocyte (light gray); vit: vitellogenic oocyte; pho: partially hydrated oocyte; ho:

hydrated oocyte; POF: post-ovulatory follicle. The number of fish sampled (n) for each month is

indicated on the top of each bar.

The gonadosomatic index (GSI) was established for each individual classified under a
visually determined maturity stage A, B, C, or D (Figure 9a and Table 1) for all sampled
animals (n = 151). The mean GSI shows the highest rates (22%) for individuals classified
under C (spawning) (n = 3) and the lowest mean GSI (<1%) for phase A (immature)
(n = 49). When using quantitative data issued from stereologic analysis (Figure 9b,c),
immature A animals were mainly associated with pca or cao as the most advanced stage
(94%), whereas 6% of them exhibited POF, attesting that they had already spawned. On a
stereological level, however, POF represented only about 2% of the total germ cell surface.
For developing animals (B) (n = 53), approximately 43% had POF as the most advanced
stage, even if they represented only 9% of the total germ cell surface. For spawning animals
(C), 66% have ho or POF as the most advanced stage. Maturity phase A shows a majority
of pca stages (80%), but the presence of cao (17%), ho (<1%), and POF (2%) underlines
misclassifications. This problem is also found in phase B, with 76% of germ cells that are of
vit stage and under, but pho (12%), ho (3%), and POF (9%) are present. Phase C shows a
majority of pho (70%), with no cao stage or below, but the presence of vit (14%), ho (15%),
and a few POF (1%). Finally, for phase D, all germ cell types are present, with the highest
mean surface percentage for pca (34%), followed by POF (25%), and vit (22%).

Figure 9. Cont.
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Figure 9. Pleuronectes platessa classified under a maturity phase through visual macroscopic criteria

with a (a): boxplot of gonadosomatic index (GSI%) with minimum, first quartile, median, third

quartile, and maximum. The black cross indicates the mean value. (b): Percentage of animals by the

most advanced oocyte stage found within their ovary and (c): mean %GCS (germline cell surface).

With A: immature; B: developing; C: spawning; and D: regressing/regenerating. Germline cells were

identified through stereology, and the percentages were computed from the total germline population

in each maturity phase. pca: precortical alveoli oocytes (og + po1 + po2); cao: cortical alveoli oocyte;

vit: vitellogenic oocyte; pho: partially hydrated oocyte; ho: hydrated oocyte; POF: post-ovulatory

follicle. The number of fish sampled for each month (n) is indicated on the top of each bar for (b,c).

The size class in which 50% of the females in our sampling are considered mature by
stereology (L50) is presented in Figure 10. The L50 is 20.6 cm, with a confidence interval of
[19.6, 21.5] cm and a Nagelkerke’s R-squared of 0.7.

 

Figure 10. Logistic regression between the size (x-axis) and the proportion of mature females in the

sampling (y-axis). The gray dots are the individual measurements, the black dot is the L50 (20.6 cm),

and the gray ribbon displays the estimates’ confidence interval using a non-parametric bootstrap

with 1000 replications. The confidence interval of L50 is [19.6, 21.5] cm.
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4. Discussion

The minimum landing size in fisheries management is established through sound
knowledge of age and size at maturity for each stock species considered. The present study
details the oogenesis cycle for Pleuronectes platessa, a species with an age and length at
maturation that has been in decline for the past century in the North Sea [16,28]. Yearly
surveys and samplings from commercial catch allowed for important data collection at
different time periods, making it possible to estimate an age or length at first maturity for
this species. The aim of this study was to establish an accurate description of the oogenesis
cycle for this pleuronectid as well as underline the main criteria linked to the spawning
period of mature individuals. For this, a histological approach, enhanced through the use
of stereology, was used [19].

4.1. Germ Cell Lineage

Before quantifying cell structures through stereology, a detailed description of the
Pleuronectes platessa oogenesis cycle needed to be implemented since gametogenesis de-
scriptions for the European Plaice are scarce and dated [29–35]. Pleuronectes platessa is an
iteroparous batch spawner with group-synchronous oocyte development and a determi-
nate fecundity [36]. This batch spawner will release hydrated oocytes at two- to five-day
intervals for four to six weeks in the North Sea [37]. Even if all cellular structures found
within the female gonad were identified, only germline cells were detailed in this paper.
Notable characteristics were found for European Plaice oogenesis regarding lipid droplet
abundance, zona pellucida size, and hydrated oocyte size.

4.2. Lipid Droplets

In teleosts, lipids found in eggs play an important role in oocyte maturation, egg
viability, and embryonic and larval fish growth [38], but they also influence the time
intervals between spawning and egg hatching [39] and can vary in size and presence
depending on the species [40]. In a previous study, the volume percentage of oil globule(s)
within the oocyte was reviewed for 803 teleost species, including Pleuronectes platessa [41].
For Pleuronectiformes, the volume percentage of oil globules within the oocyte seems low
(under 2.5%), as well as for Pleuronectidae (given at 0% for the European Plaice). This
concurs with our observations, with very small and scarce lipid droplets appearing during
the cao stage. These lipid droplets will be in very low abundance throughout the entire
oogenesis cycle, compared to other flatfish species such as Solea solea or Lepidorhombus spp.
(based on personal observations).

With proteins, lipids are the oocytes’ main energy source in vitellus. Lipid and protein
contents in ovaries differ in Pleuronectiformes [42]. Indeed, Pleuronectes platessa showed
low ovarian lipid content (8%) with high proteins (85%), compared to other flatfishes [43].
For the European Plaice, these differences in lipid within the ovary correlate with the low
presence of lipid droplets in oocytes.

4.3. Zona Pellucida Size

The zona pellucida (zp) envelopes the oocytes and is a crucial structure not only during
oogenesis but also during ovulation, fertilization, and embryonic development [44–46]. More-
over, it is one of the embryonic structures that will play an important role in protecting the
embryos by mitigating the effects of potentially harmful factors such as high temperatures,
salinity, anoxia, and desiccation [47]. In this study, the first appearance of zp is noted at the
cortical alveoli stage (cao) and progressively thickens through the stages. Similar observations
have been recorded for the European Plaice [35,48]. However, this study goes further with zp

sizes and descriptions for undischarged oocytes, with the first appearance of a zp in cao. The
zp progressively thickens throughout the vitellogenesis process until reaching a maximum
size of 53.81 µm (±5.10 µm) at the late vitellogenic stage. Its composition also changes during
this stage, as indicated by the evolution of the staining. The zp will then lose thickness during
the hydration process and reach a size of 40.41 µm (±5.00 µm) for undischarged hydrated
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oocytes. Such a progressive reduction in zp thickness during hydration was already observed
in various fish species [49]. Once ovulation has occurred, the zp will decrease further in
size [50], with pelagic eggs’ envelopes being much thinner than those of demersal eggs [51,52].
However, it has been previously found that the European Plaice’s pelagic eggs possess an
exceptionally thick zp of about 15 µm [51].

4.4. Hydrated Oocyte Size

In this study, the hydrated oocyte mean size prior to ovulation was 958.66 µm
(±60.66 µm). In previous studies, North Sea Plaice egg diameter ranged from 1.66 to
2.17 mm [53], and fresh egg mean size ranged from 1.736 to 1.966 mm for samples collected
from 1984 to 1986 [54]. Other follicle sizes were measured for the Irish Sea Plaice, with an
estimated follicle diameter ranging from 1.65 to 1.80 mm for a 43 cm female [55]. Another
mean follicle size of 592 µm was measured for one- to two-year-old European Plaice, and a
789 µm mean size was found for individuals four years of age and older [56]. The smaller
size estimated in this study could be explained by different factors. First of all, the dehydrat-
ing tissue processing method used may lead to smaller-sized oocytes. Secondly, the mean
diameter was estimated through the widest diameter of sectioned oocytes, but there were
no guarantees that all sections were fully transversal. Moreover, the measures (n = 22) were
from a small-sized (21 cm for 70 g) individual sampled in 2017 that had already spawned
(presence of post-ovulatory follicles). These are important facts since it has been shown
that larger females often produce larger eggs [56,57], and egg size progressively decreases
with each batch during the spawning season [57].

4.5. Histology for Maturity Staging

Compared to estimating sexual maturity visually through macroscopic criteria, his-
tology was found to yield more accurate results as well as more information [10,58–61].
Adding the quantitative approach (stereology) allows for a quantification of the different
structures as well as estimating their representativeness within the ovary. Even with the
use of histology, it can be very difficult to distinguish immature animals from mature
animals that are capable of producing hydrated oocytes but are in the resting phase if
the samplings are conducted outside of the spawning period. With stereology, monthly
samplings allow for the quantification of each cellular type along the oogenesis cycle. Add
to that different-sized fish, and it is possible to determine size (or age) at first maturity and
eventually see if there are differences in spawning times for fish of different sizes.

4.6. Size at Maturity

Identification of cortical alveoli oocytes (cao) is a key point in maturity staging since
their formation is gonadotropin-dependent [62,63], placing them into the secondary growth
oocyte category [6,63]. When distinguishing between fish with precortical alveoli oocytes,
cao, or vit as their most advanced oocyte stages, the minimum size varies. The appearance
of cao will be the turning point between a fish classified as sexually immature and a mature
one. When classifying individuals of different sizes with cao as the most advanced stage,
the first size at maturity is 19 cm. When using the presence of vit as the most advanced
stage, the size at first maturity is 21 cm. The size at which all individuals are sexually
mature is 23 cm. This, however, could be biased when taking into account the constrained
sampling size as well as the sampling period. Indeed, a sampling of the spawning period
could explain the presence of large individuals (24 cm and over) with precortical alveoli
oocytes as the most advanced follicle stage. Moreover, increasing the sampling for small-
sized individuals (between 18 cm and 24 cm) would help better define the size limit. This
would also better underline the individual variability in size at first maturity for this stock.

The estimation of the size class in which 50% of the females of our sampling (L50)
are considered mature by stereology was 20.6 cm, very close to the minimum size of the
individuals presenting vitellogenesis (21 cm). These results are well in accordance with the
L50 calculation assumptions.
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When quantifying the structure with stereology, the identification of cao was not
always obvious, with cortical alveoli being scarce and small-sized, leading to a probable
underestimation of this key germ cell. An alternative option would be to set the limit
between the mature and immature states with the presence of vit, but as stated previously,
this would lead to a difference of 2 cm for the size at first maturity. The already low size
at first maturity found in this study follows the decrease in age and length at maturation
that has been occurring for the past century for the European Plaice, at least since 1955 [16].
A previous study [28] showed that the Lp50 (probability of becoming mature is 50%) of
four-year-old female Pleuronectes platessa decreased from 41.6 cm in the 1900s to 33.3 cm
in the 1980s and 22.9 cm in the 2000s. The observed changes in maturation, reproductive
investment, and growth seemed consistent with fisheries-induced evolution [16]. Moreover,
with the current context of global changes, the evolution and availability of trophic resources
could further impact the age and/or size at first maturity for this species [2]. These
observations strongly underline the importance of using histology at such a fine level
in order to better follow the evolution of life history traits in fish and help with fishing
management regulations.

4.7. Spawning Period

Classifying the sampled individuals by the most advanced germline cell present within
the ovary, by month, allowed for an illustration of the yearly cellular cycle. Precortical
alveoli germ cells are present all year long and in individuals of all maturity phases.
Partially hydrated oocytes are present by November for a few individuals. The first
spawning takes place between December (presence of pho) and January (presence of POF).
The majority of individuals had been spawned by February. This concurs with the literature
stating that the spawning period for female North Sea Plaice starts in December [2] and
January [37], with a peak in February [2,37]. From January to March, an increase in mature
oocytes (vit and ho) may suggest another possible batch spawn by April, such as that
observed by Rijnsdorp [37]. However, we observe an increase in vit stage oocytes from
March to June, while Rijnsdorp [37] suggested a complete renewal of the oocytes in the
ovary after the expulsion of hydrated oocytes, with a start of vitellogenesis in July and a
marked gonadal growth by October.

4.8. Maturity Phase

The gonadosomatic index (GSI) clearly distinguishes female individuals classified
under phase C (spawning) from other maturity phases, though it is important to note that
only three individuals had been sampled for this phase. The low number of histological
slides for spawning (phase C) individuals can be explained by the difficulty in obtaining
exploitable cross sections from ovaries with fragile, hydrated oocytes. Phase C is considered
the easiest phase to identify with the naked eye because of the presence of hydrated oocytes
that can reach a diameter of more than 1 mm. Value deviations in the GSI for phase B
can be explained by the presence of visually misclassified fish. Indeed, when looking at
the histological slides, fish with the highest GSI classified under phase B show late-stage
vitellogenic oocytes and oocytes in hydration in their ovaries.

Other misclassifications are present between phases A (immature) and D (regress-
ing/regenerating), with individuals that have spawned classified under phase A, implying
that mature and spawning-capable individuals have been classified as immature individu-
als. An additional misclassification is found between B and D, with 42% of individuals that
have spawned being classified under phase B.

The difficulty of visually determining a maturity phase for the European Plaice has
already been addressed [64], with the highest staging disagreements between immature
(A) and developing (B) females. Finally, a maturity exchange workshop for Pleuronectes
platessa [5] showed the lowest agreement of 67% for phase D and the highest agreement of
83% for phase C. The use of histology gives a more detailed resolution for maturity phase
profiles compared to the GSI and visual maturity determination.
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5. Conclusions

Spawning-capable female individuals have been identified using histology. From this,
the issue of misclassification through the use of the visual maturity staging method for
the European Plaice has been made clear. This allows us to validate the method of using
histological criteria to classify individuals into a maturity phase. However, this study also
underlined several difficulties, notably the limited number of certain individuals’ sizes
due to the opportunistic samplings as well as the loss of histological sections due to the
fragility of the ovaries. Indeed, an accurate determination of maturity data is of utmost
importance in fisheries management, regardless of the time- and resource-consuming
nature of histology. The use of histology for maturity determination is not a new method,
but coupling histology with stereology to assess maturity brings great flexibility to the
method and may be applied to other species. However, even if similarities are found
among general germline cell stages, germline cells defining a particular maturity phase
must be adapted from one species to another. The next step would be to standardize these
procedures through the establishment of detailed species-specific gametogenesis lexicons,
a stereology reading protocol, reader calibrations, and gonad homogeneity validations.
This would allow for a more objective determination of the maturity phase. Furthermore,
data collection at such a fine scale may lead to the possibility of automating the reading
process through image analysis and supervised learning, allowing for the analysis of a
higher number of samples in a shorter time period.
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Abstract 
A method using quantitative histology (stereology) was developed to determine sexual maturity 
with more accuracy than the standard macroscopic maturity staging method. Based on a point 
counting grid (Glagolev's method), ovarian cellular structures were quantified throughout the 
whole cross section of 151 Pleuronectes platessa individuals. Cellular homogeneity in the 
anterior, median and posterior section of both ovaries from 15 fish was validated and a reading 
protocol was set up to limit subjectivity during stereology readings. Once the ovarian structures 
quantified for 151 individuals, a model was set up following the standardized staging grid of the 
International Council for the Exploration of the Sea (ICES), classifying each sampled individual 
into a maturity phase. These results showed that 34.6 % of the time Immature (A) individuals were 
correctly identified, but 57.1 % developing (B) individuals were classified under A when using the 
visual macroscopic method, while individuals that had finished spawning were correctly identified 
as such 80.4 % of the time. Finally, maturity ogive and the length at which 50 % of the population 
is sexually mature (L50) was calculated, with a L50 of 28.6 cm when using the macroscopic 
method and a L50 of 20.6 cm with a maturity phase estimated under the stereological method. 

 

Key Words 

Maturity determination ; Stereology ; Human assessment ; inter-rater reliability ; Histology ; 
Oogenesis  
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Introduction 

  

Maturit  is an important life histor  trait that defines a population s d namics 
(Domínguez‐Petit et al., 2017) and can be used to quantify the reproductive capacity of 

individual fish (Murua et al., 2003). In fisheries  stock assessments, demographic models 
are based on length composition from commercial catches and fishing surveys 
(Domínguez‐Petit et al., 2017; Bromley, 2000). In this regard, an accurate determination 

of the length or age at which a commercial stock species has reached sexual maturity 
ensures a precise appraisal of its size and reproductive capacity (Alonso-Fernández et 

al., 2013; FAO, 2018). Moreover, factors such as the maturity ogive (Bromley, 2000; 
Flores et al., 2015) and the length at which 50% of the population has reached sexual 
maturity (L50) (Mahé et al., 2007) are extracted from maturity data and are used in stock 
assessment models. This makes maturity data a basic information for the estimation of 
the number of mature individuals within a stock, also known as the Spawning Stock 

biomass (SSB) (Domínguez‐Castanedo et al., 2016). The SSB being an important 
variable in fisheries management (Armstrong et al., 2001) for its use in population 
dynamic models and estimating the Total Allowable Catch (TAC) for stock species, from 
one year to the next (Bromley, 2000; Domínguez-Castanedo et al., 2016). 

For maturity determination, many different maturity scales and terminologies can 
be found throughout the literature when classifying the ichthyological reproductive cycle 
(Brown-Peterson et al., 2011; ICES, 2018a, 2014a). Moreover, these maturity scales are 
in constant evolution and will differ from one institution to the other (ICES, 2018a). Since 
the early 2000s, the ICES has worked towards harmonizing the terminologies and scales 
used within different European institutions in order to better homogenize these practices 
(Brown-Peterson et al., 2011; ICES, 2018a, 2014a, 2012, 2010, 2008). The most common 
method used to determine sexual maturity in fish is a visual observation of the gonads 
(Gerritsen & McGrath, 2006; Brown-Peterson et al., 2011; Flores et al., 2015; ICES, 
2018a). Unfortunately, this simple and swift method leads to uncertainties in the 
identification of the maturity phase through the use of subjective criteria, such as the 
texture, color or size of the gonads (Brown-Peterson et al., 2011; Gerritsen and McGrath, 
2006). Disagreements between maturity estimators is a common problem, with higher 
uncertainties that may even be found when estimating immature individuals and 
individuals that have reached first maturity (ICES 2018b, 2013).  

In this study, the plaice (Pleuronectes platessa, Linné 1758) was chosen as a 
model species to address this issue. The plaice is a well-studied commercial species that 
ranges from the west of the Mediterranean sea, along the European coast, and reaches 
the Icelandic waters while passing through the North sea and the Skagerrak (Hoarau et 
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al., 2002; ICES, 2014b; IFREMER, 2011). This teleost is a synchronous batch spawner 
(Rijnsdorp, 1989; Murua & Saborido-Rey 2003), meaning that the females will spawn a 
portion of their eggs at multiple intervals in the spawning season (Brown-Peterson et al., 
2011). The spawning season for the plaice spans from December to March (Bromley, 
2000; Brule, 1987; Cushing, 1969; Dawson and Grimm, 1980; Hoarau et al., 2002), and 
females reach sexual maturity at 4 or 5 years of age (ICES, 2014b; IFREMER, 2011). 
During macroscopic sexual determination for plaice, Gerritsen and McGrath (2006) found 
that the percentage agreement between readers ranged from 40% to 94%, depending on 
the maturity phase. Moreover, a Workshop organized by the International Council for the 
Exploration of the Sea (ICES) in 2012 estimated that the overall agreement for plaice 
maturity staging was of 80%, with a percentage agreement between readers that varied 
from 67% to 83% depending on the maturity phase. Only female gonads were analyzed, 
with female gametes being easier to observe through their larger size compared to male 
gametes, as well as bringing information on egg production for reproductive capacity 
estimations in stock assessments (Brown-Peterson et al., 2011). 

To provide a more accurate identification of an individual's maturity phase, 
methods like histology and whole mounts may be used (Domínguez‐Petit et al., 2017), 

with histology being the more precise method that also yields more information (Hunter 
and Macewic , 1985). This led to the use of histolog  on an individual s gonads to classify 
the sampled fish within a maturity phase (Brown-Peterson et al., 2011; Hunter and 
Macewicz, 1985). In our case, histology and stereology were used to quantify the different 
cellular structures found within the plaice s ovaries, with stereolog  defined as a body of 

mathematical methods which relate parameters defining 3-dimensional structures to 

measurements obtainable on 2-dimensional sections  (Weibel, 1974). Even though 
histology takes out a lot of the subjectivity during the maturity determining process, it is 
not perfect. First, cell identification may also be biased depending on the reader. 
Secondly, there is the issue of whether cell distribution is homogenous throughout the 
entire gonad, and between the gonads of a same individual. If that is not the case, then 
there is a risk of obtaining different results depending on the location of the histological 
cross section. Finall , there s the difficult  of classif ing an individual into a maturity phase 
based on cell counts.  

To resolve the problem regarding cell identification, a lexicon of the different 
cellular structures, as well as an identification protocol, was set up to minimize the reading 
bias between operators. Calibration exercises between reading operators were also put 
in place. Homogeneity was then verified between and within the gonads of a same 
individual, a general linear model was done on the cell counts of cross sections taken at 
different areas of a same gonad, and that for different individuals. In regard to the rules 
used to classify the individuals into a maturity phase by using the cell counts, the 
definitions and staging grids of Brown-Peterson et al., (2011) and the ICES (WKASMSF 
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2018a, WKMATCH 2012) were applied. Once the individuals were categorized into a 
maturity phase, classification trees were put in place to link macroscopic parameters with 
the plaice s maturit  phases. Finall , to assess the results obtained through visual 
readings and through the stereological method, a confusion matrix was set up (Figure 1). 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Summary of the material and methods, as well as results, 
of the current study 
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Material and methods 

 
 

A. Sampling 

A detailed breakdown of the methods applied in this study has been published in a 
data paper describing the data set used (Sauger et al., 2020). A total of 151 female plaice 
were collected by bottom trawling in the English Channel (ICES division VIId). The 
specimens were gathered during 10 different sampling events, from January 2017 to 
August 2019 (Table 1). Each fish was measured (total length (cm)), weighted (ungutted 
weight (g)) and aged through otolithometry. An experienced operator estimated each 
female s se ual maturit  with the naked-eye, while following the maturity staging grids of 
the ICES (WKMATCH, 2012).  
 

Table 1 : Summary of the number of female plaice 
sampled per year and per month for this study 

 
 

B. Full ovarian photographs 
 

Both ovaries were extracted prior to being photographed using a digital camera (Nixon 
D3200). The ovaries were positioned onto a uniform colored background, ne t to a 0.50  
coin that served as a fixed size marker. The Image J software (v. 1.50J) was used to 
analyze the photographs and quantify the color hues, as well as the macroscopic 
parameters, of each ovary: surface (mm²), length (mm), width (mm), width at mid-length 
(mm). 
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C. Gonad extraction, fixation and mount between slide and slip 
 

Ovaries were cut and placed into tissue processing embedding cassettes. For ovaries 
of 3 centimeters and over, the dorsal ovary (coded D) and ventral ovary (coded V) were 
cut into 3 sections of 1cm. These sections were located in the anterior (coded 1), median 
(coded 2), and posterior (coded 3) area of each ovary. Each sample was placed into a 
cassette, with an identification tag.  

The tissue processing embedding cassettes were placed for 48 hours into a Davidson 
solution, for tissue fixation, before being placed into an automate (Leica TP1020) for 
dehydration and paraffin embedding. The ovarian samples were then cut into 5 microns 
thick sections, using a microtome (HM330). These sections were placed onto a slide, 
deparaffinized, rehydrated, stained in Prenant-Gabe s Trichrome (Gabe, 1968) and 
mounted with Roti-Histokitt®.  
 
 

D. Slide scanning and stereological readings 
 

Each slides were digitized using an histology slide scanner Aperio CS, running under 
the Scan Scope Console software (v.10.2.0.2352, Leica Biosystems), with a 
magnification of 20x (numerical aperture 0.75). The Aperio software (v12.1.0.5029) 
assisted with the counting of the 20 different types of cellular structures found within the 
ovarian scans, using stereological anal sis based on Glagolev s method (Glagolev, 
1934), an assumption-based stereological method that uses a grid of points to estimate 
the different structures  areas on the total amount of points sampled. The counted 
percentage of each structure (fract_estim) was then calculated. 
 

fract_estim = (100 / total_points) * hit_points 

 

fract_estim : Percentage (%) of times the structure was counted 

total_points : Total number of sampling points counted during the stereological analysis 

on the histological slide 

hit_points : Number of times a structure was counted on the histological slide 

 
 

The 20 structures identified within the plaice s oogenesis c cle (Table 2) were 
described in a lexicon (Sauger & Kellner, 2019) as well as in an article (Sauger et al., 
2023). A total of 226 histological slides were read using the aforementioned stereology 
method, with 151 slides of the median section of the ventral ovary (V2) read for maturity 

DRAFT



staging. Prior to the reading of the 226 slides, 20 slides of the median section of the 
ventral ovary (V2) were used for the agent calibration exercise. The calibration exercise 
consisted in having three agents read the exact same 15 slides, and to apply a reading 
error index for each cellular structure. If a structure showed a difference of over 3% 
between the readers, the slides were reviewed and identification rules were set up under 
a reading protocol (Sauger et al., 2019b). The previous 15 slides were then read a second 
time by the same three agents. The results from both readings of the calibration exercise 
led to the quantification of a reading disagreement percentage between the three agents 
and for each slide through the use of two inter-rater reliability indexes; the percentage 
agreement between readers (McHugh, 2012), and Fleiss s kappa (Conger, 1980; 
Hallgren, 2012).  
 

Table 2 :  List of the 20 cellular structures, and their abbreviations, used for the stereologic 
counts 
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E. Cellular homogeneity 
 

For a detailed view of the analyses of this section, refer to the supplementary data. 

To assess cellular homogeneity within the ovary, and between the ventral and dorsal 
ovaries, 6 slides matching the anterior, median and posterior sections of the dorsal and 
ventral ovaries, respectively coded D1, D2, D3 and V1, V2, V3, were read. The 15 
sampled ovaries did not show oocytes with advanced vitellogenesis (vit4), hydrating 
oocytes (och) or hydrated oocytes (oh).  

All computations were performed under RStudio (v1.2.5001). Once all 90 slides were 
read, the reading error index (in %) was calculated for each type of cellular structure. For 
all 15 individuals, histograms figuring the number of times each cellular structure was 
counted were established to better visualize the results. Afterwards, general linear models 
(GLM) were performed to check the effects of the section position within the gonad, as 
well as cellular structure occurrences within these sections. The response variable used 
was the number of times a structure was counted on a single slide divided by the total 
number of sampled points on that same slide. The error term followed a binomial 
distribution, and a logit regression model was used (Zuur et al., 2008; Chessel & 
Thioulouse, 2013). The model results were then analyzed by using the deviances of each 
variable (the 20 cellular structures). The function drop1 (Zuur et al., 2008) was used to 
quantify the deviances of each variable by removing them from the whole model 
alternatively. A principal component analysis (PCA) on the histological structures were 
established to summarize and plot the reading data.  

 
F. Maturity phase determination 

 
Following the ICES definitions and staging grids (WKASMSF 2018a, WKMATCH 

2012), as well as the terminologies from Brown-Peterson et al., (2011), for gonochoristic 
oviparous female marine teleosts, Table 3 was established. From these documents, 
Table 4 was also established, recapitulating macroscopic and microscopic ovarian criteria 
for the different maturity phases, as well as the stereological criteria used to classify the 
151 sampled fish into the corresponding maturity phase. Using the stereological reading 
results of the median ovarian sections (V2), R Studio was used to classify the 151 
samples into either the Immature (A), Developing (B), Spawning (C) or Omitted spawning 
(E) maturity phase. All remaining samples not classified into one of the 4 previously stated 
phases were put under the Regressing/Regenerating phase (D) as shown in Table 3 
(Histological model). 
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Once each fish was classified into a maturity phase, a confusion matrix between the 
visually estimated maturity phase and the stereologically estimated maturity phase was 
established. Classification trees were then set up using the stereologically determined 
maturity phases coupled with macroscopic parameters that could easily be measured or 
collected on the field : month at which the fish was sampled, total fish length, ungutted 
fish weight, fish s age, length of the ventral ovar , width of the ventral ovary, width at mid 
length of the ventral ovar  and the ratio between the ventral ovar s length and the fish s 
total length. Finally, the maturity ogive and the length at which 50% of the population has 
reached sexual maturity (L50) were calculated using the sizeMat package (Torrejon-
Magallanes, 2018). Maturity ogive and L50 were calculated with the visual maturity data 
and with the stereological maturity data. 
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Table 3 : Definitions of the sexual states 
and maturity phases in teleosts. Based 
on ICES WKMATCH (2012), 
WKASMSF (2018a), Brown-Peterson et 

al. (2011). With PG: primary growth; 
CA: cortical alveolar, Vtg1: primary 
vitellogenic; Vtg2: secondary 
vitellogenic; Vtg3: tertiary vitellogenic, 
OM: oocyte maturation, GVM: germinal 
vesicle migration, GVBD: germinal 
vesicle breakdown. 
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Table 4 : Terminologies used by the ICES for maturity staging, and descriptions of the sexual 
state, maturity phase, macroscopic and histological criteria of teleosts, based on the definitions 
and descriptions of the ICES (WKMATCH & WKASMSF) and Brown-Peterson et al. (2011). 
Histological models used to classify each fish into their corresponding sexual maturity phase, 
using the structure percentages quantified through stereology, all based on the previously stated 
definitions and terminologies 
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Results 

 
A. Inter-rater reliability percentage 

 
The calibration exercise, between three agents, for the stereology reading of 20 
histological sections, was composed of two readings. Between the first and second 
reading, a stereology reading protocol (Sauger et al., 2019b) was set up so that all agents 
followed the same reading method. The inter-rater reliability percentages of the second 
reading (Table 5) went from 69.0 % to 87.8 % for the percentage agreement for 12 slides, 
and from 67.2 % to 89.0 % for Fleiss  kappa for 20 slides. The mean value for the 
percentage agreement was of 79.2 % ( 6.1 %) while Fleiss  kappa was of 80.5 % ( 5.6 
%). While the inter rater reliabilit  was estimated with a percentage agreement and Fleiss  
kappa for the last stereological slide reading, the first readings were not recorded so the 
evolution of the reading method before and after the reading protocol was set up could 
not be compared.  

 
 

Table 5 : For all 20 slides, percentage agreement (Agree %) and Fleiss  kappa (%) between 2 
or 3 readers. With the Agree % for 3 or more readers and Fleiss  kappa for n readers and the 
Slide ID the identification tag given the ovarian section that was read under stereology. 
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B. Inter and intra gonad homogeneity 
 

Results of the drop1 function (Table A supplementary materials) show the variance 
slide (identifying the sampled individuals) to always have the highest deviance, and thus 
best explains the models for all cellular structures. All position variables (position of the 
section within the gonads) have a lesser effect on our models than slide, even with very 
significant p-values (P(Chi) < 0.001). The presence of the cellular structure oogonium 
(ov), does not seem significantly affected by the individual (slide) or the position for the 
section (position). However, the deviances are very low compared to the other models. 
This could be explained by the fact that these cellular structures are of very small size, 
and thus may be present on a slide but not recorded. The percentage of estimated ov 
does not reflect reality. A principal component analysis (PCA) visually confirms these 
results (Figure 2). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 : Principal component analysis (PCA) graphical output for the 90 histological slides 
read for n = 15 individuals, with the 6 different section positions color coded (D1 red, D2 
purple, D3 blue, V1 green, V2 peru, V3 gray). 95.4 % of the variation expressed on both axis.  
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C. Maturity phase classification 
 

To make use of the stereological method to classify each fish into a maturity phase, 
the cellular counts of the structures found within the ovaries, were applied. Moreover, the 
rules set to classify the fish into a maturity phase were based on the descriptions of the 
histological features of the ovaries from the WKMATCH (ICES, 2012), the WKASMSF 
(ICES, 2018a) and Brown-Peterson et al., (2011). The rules set are as followed (Table 4, 
last column): 
 
For the immature (A) individuals, the histological features state that only oogonia and 
primary growth oocytes are present, the ovarian wall is thin and the connective tissue is 
scarce. To abide by those rules, individuals classified into this phase only showed 
oogonia (ov), premature stage 1 oocytes (op1) and premature stage 2 oocytes (op2). All 
other follicle types could not be present on the cross section.  
 
With individuals found in the developing stage (B), we enter the sexually mature state. It 
is important to note that, by definition, an individual will leave the sexually immature state 
when cortical alveoli oocytes are produced. In this regard, all ovarian cross sections must 
have follicles at the cortical alveoli stage, or follicles at later stages, in order to be 
classified into one of the phases found within the sexually mature state. 
 
From a histological point of view, the oocytes will increase in size, blood vessels become 
more distinct and follicles from primary growth oocytes to secondary vitellogenic (Vtg2) 
oocytes can be present, with at least cortical alveoli oocytes or later staged follicles. 
Tertiary vitellogenic (Vtg3) oocytes and post-ovulatory follicles (POF) must not be 
present. The model will classify individuals into the developing (B) phase when the 
following criteria are respected:  

- presence of either cortical alveoli oocytes (oca), oocytes in early vitellogenesis 
(vit1), oocytes in vitellogenesis with nucleus migration (vit2) or oocytes with zona radiata 
growth (vit3). 

- a count of alpha atretic oocytes (oaA) of less than or equal to 50% of the total 
follicles quantified. 

- absence of post-ovulatory follicles (POF), beta atretic oocytes (oaB), oocytes at 
the end of vitellogenesis (vit4), oocytes in hydration (och) and hydrated oocytes (oh). 

The histological features for the spawning (C) phase are split into two. The first feature 
description aims to identify ovaries that are at the beginning of the spawning phase, 
stating that Vtg3 oocytes are present, early stage of maturing oocytes can be present, 

DRAFT



atresia of vitellogenic or hydrating oocytes may be present, and there can be no POF. 
The classifying model takes into consideration the absence of POF, but also adds the 
absence of beta atretic oocytes, further eliminating any slides that show signs of 
spawning. Moreover, the maturing follicles such as vit4, och or oh are present, and alpha 
atretic oocytes must represent 50% or less of the follicles quantified. 

The second histological feature description aims to identify ovaries at the end of 
the spawning phase. The ovaries are described as potentially having oocytes at the end 
of the germinal vesicle migration, oocytes with germinal vesicle breakdown, and oocytes 
in hydration or ovulation. Recently collapsed POF can be present. The model set up 
states that, follicles such as vit4, och or oh are present, alpha atretic oocytes represent 
50% or less of the oocytes quantified, beta atretic oocytes must be absent, and the 
number of POF does not exceed the number of oh quantified. The last two rules mark the 
limit between ovarian slides that are to be classified into the spawning (C) phase and 
those that are to be classified under the D (regressing/regenerating) phase. They allow 
for the presence of POF, but take into consideration that if there are more POF than 
hydrated oocytes, then the individual has finished spawning, especially if beta atretic 
oocytes are already present. Finally, in this model, the presence of oocytes with germinal 
vesicle migration (vit2 in our case) has been bypassed since the migration of the nucleus, 
for the plaice, occurs at the beginning of the vitellogenesis, when individuals are still 
considered to be in the developing (B) phase.  

The histological features for omitted spawning individuals is characterized by the absence 
of POF and with at least 50% of the vitellogenic oocytes in atresia. The model set up to 
classify the slides takes into consideration these two premises. To make sure that no slide 
is misclassified, the previously stated models for phase B and C include a rule that if a 
count of more than 50% of oaA is present, they are not to be classified into one of the 
previous stages, even if they possess the right cellular criteria, allowing them to be 
classified into the E phase.  

In regard to the regressing (Da) and regenerating (Db) phases, the Da phase is defined 
by the presence of atresia, POF and some cortical alveoli and/or Vtg1, Vtg2 oocytes. The 
Db phase is characterized by the presence of solely oogonia and PG oocytes, with the 
potential presence of muscle bundles, enlarged blood vessels, thick ovarian walls and/or 
atresia or old, degenerating POF. 

The previously set up models do not intersect with one another, leaving any unclassified 
individuals to be categorized under the D phase. Setting up models to separate these 
individuals into two sub-phases would mean to add percentages to certain cellular 
structures or to infer a quality to the follicles, which would add subjectivity.  
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Finally, the features such as the gonadal wall thickness, the intercellular space and the 
connective tissue, they were not implemented into the models. Indeed, with no definite 
possibilit  to quantif  what is to be considered a thin  or thick  ovarian wall, or even what 
percentage of connective tissue, intercellular space or blood vessels, is to be considered 
as being scarce  or a lot , using this data would onl  have added subjectivit  into our 
models. Moreover, these features could have led to a bias since the proportion they 
occupy on a cross section can be affected by the quality of the slide. Indeed, if the ovary 
has been nicked during the sampling, this could lead to missing tissues for the ovarian 
wall. A fresh ovary that has been stretched out during the extraction or during the cut into 
a smaller sample, could show a lot of intercellular space. Finally, oocytes in the late stages 
of vitellogenesis tend to get ripped off the slide during the microtome cutting process. This 
leads to slides with missing ooc tes that can not be identified, or presence of fake  
intercellular space. The same problem also applies to connective tissue that, stretched 
out too thin at those later stages, also tends to be ripped away during the mounting 
process.  
 

D. Histological and visual maturity 
 

By giving each of the 151 sampled fish a maturity phase through macroscopic criteria 
(1, 2A, 2B, 3A, 4, 4A, 4B) and a stereologically determined maturity (A, B, C, D, E), a 
confusion matrix (Table 6) showed that 34.6 % of the individuals visually classified as 
Immature (1) were also placed under that same phase (A) by using the stereology 
method. However, 57.1 % of the individuals visually classified as Immature (1) were 
placed under the Developing (B) stage by using the stereology method. For the 
individuals visually categorized under the Developing (2) stage, 32.0 % were also 
classified under that same stage (B) through the use of stereology, while 45.2 % fell under 
the Regressing/Regenerating (D) phase. 66.6% of individuals visually estimated to be in 
the Spawning phase (3) were found to be in that same phase (C) by using the stereology 
method. For individuals visually classified under the Regressing/Regenerating (4) phase, 
80.4 % were also found to be in that same phase (D) with the stereology method. Finally, 
while no individuals were found to be omitted spawners when visually classifying their 
maturity phase, one individual was found to be an omitted spawner (E) when using the 
stereology method.  

 
Table 6 : Confusion matrix for all 151 female plaice classified into a Visual maturity phase (1, 
2A, 2B, 3A, 4, 4A, 4B) and an histological maturity phase (A, B, C, D, E). With Immature (A 
& 1), Developing (B & 2A & 2B), Spawning (C & 3A), Regression/Regeneration (D & 4 & 4A 
& 4B) and Omitted spawning (E)  
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The classification tree (Figure 3) has a root node error of 55.4 % (n = 146). The first 
node is the ratio between the ventral ovar s length and the fish s total length (rap <0.17). 
This first node separates all Immature (A) individuals from all Spawning (C) individuals. 
Individuals in the Developing (B) phase are found throughout the entire tree. Individuals 
in the Spawning (C) phase are found in months 11 and 12. However, all but one individual 
in the Regressing/Regenerating (D) phase is found when rap is greater or equal to 0.17. 
The majority (85 %) of individuals in phase D are found out of the months 6, 11, 12 and 
for gonads with a length greater or equal to 56 mm. The fish classified under Omitted 
spawning (E) does not seem to have a macroscopic parameter that allows for it to be 
grouped by itself, and instead was grouped under phase C. 

 

 
Figure 3 : Classification tree with the identified maturity phase and the number of linked 
individuals categorized into that leaf, and with the measured parameter that separates the 
different leaves at the node. With the maturity phases determined through stereology (A, B, C, D, 
E), L_fish the fish s total length, W_fish the fish s ungutted weight, L_gon the ventral ovar s total 
length, month the month the fish was sampled, rap the ratio between the ventral ovar s length 
and the fish s total length. Root node error = 81/146 (55%); n = 146 
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Maturity ogive and the length at which 50 % of the population has reached sexual 
maturity (L50) was determined for both data frames (Figure 4). For the visual maturity 
data, the L50 falls at 28.6 cm (R² = 0.18). For the stereological maturity data, the L50 falls 
at 20.6 cm (R² = 0.70). 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4 : Maturity ogive and length at which 50 % of the population has reach sexual maturity (L50) for female 
plaice collected in division VIId during the MATO project, from 2017 to 2019 (n=151), calculated from : A) 
visually estimated maturity data (confidence intervals = 26.9 cm - 31.1 cm) ; B) histologically determined 
maturity data (confidence intervals = 19.6 cm - 21.5 cm) 

  

DRAFT



Discussion 

 
A. Maturity phase classification with stereology 

 
Histology is recognized as the most precise method to estimate sexual maturity 

through the detailed observation of ovarian sexual structures (Lowerre-Barbieri et al., 2011; 

West, 1990), a cross section represents a snapshot in time for a single individual. Though 
we can infer on the oogenesis development with enough sampling from individuals at 
different maturity phases, the identification of germline cells that are in transition between 
two stages can lead to difficulties in their identification. This may also lead to missing 
cellular stages if too much time passes between two samplings, especially if the species 
studied is in a maturity phase for a short time period. Another problem encountered was 
the limited access to immature individuals, which led to a size targeted sampling (August 
2019) for small sized plaice, to ensure that immature individuals would also be sampled, 
and a maturity ogive could be calculated.  
 

Using stereology means the ratio of structures quantified are from a random 
sampling grid. This assures for a more objective data on what structures are present or 
absent. With an adapted grid, the results will be reliable and allow for a classification of 
the individual into a maturity phase. In our case, it was shown that very small structures 
such as oogonia may be underrepresented, but thankfully this has little to no impact on 
the classification model thereafter since primary oocytes are reliably identified. Moreover, 
this study set up a method to check for cellular heterogeneity, testing that the position of 
the cross section within the ovary will not influence the ratio of quantified structures for 
individual sampled at the beginning of the spawning period (Sauger et al., 2023). 
 

The quantitative histology based model set up for the classification of individuals 
into a maturity phase follows the ICES criteria (ICES, 2018a), which does take into 
account species that are batch spawners like Pleuronectes platessa (a portion of eggs 
are released at different intervals during the spawning season). Moreover, this species 
has a determinate fecundity (total fecundity prior to the onset of spawning is considered 
to be the potential annual fecundity) with a group synchronous oocyte development (with 
at least two populations of oocytes at any one time) (Murua & Saborido-Rey 2003). This 
means that multiple oocytes stages will be present during the entire oogenesis cycle. The 
study of the oogenesis cycle of the species before classifying these individuals into a 
maturity phase is primordial since it will greatly influence on the rules set to classify the 
individuals into maturity phases. Moreover, even if the quantitative histology based model 
was generalized as much as possible, certain species specific criteria had to be 
implemented (percentage difference of POF and oh to identify end of spawning 
individuals). 
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Moreover, phase D (regressing/regenerating) could not be modeled because of 

the complexity of present structures within the ovary at this phase. Indeed, the presence 
of post-ovulatory follicles (POF) at different stages of degeneration, the quantity of atretic 
oocytes (still in their theca or that are in the ovarian lumen), presence of oocytes that may 
undergo atresia at a later time, development of a new oocyte cohort for a future spawning 
season or the presence of oocytes that will mature during a future spawning season are 
all criteria that must be taken into account when classifying individuals by the presence 
or absence of their germline cells (Brown-Peterson et al., 2011). These criteria are 
species dependent and will greatly change as the ovary goes through the 
regressing/regenerating phase, making the implementation of a model to identify these 
individuals complex, if not impossible when making sure that there are no redundances 
with the rules set up for the classification into other maturity phases. Though other criteria 
such as gonadal wall thickness, blood vessel ratio or spatial volume of the lumen could 
be added, however they must be quantified through stereology to reduce the subjective 
aspect in their identification and once again are very species specific.  
 

B. Inter rater reliability 
 

In 2006, Gerritsen and McGrath underlined the bias that could be found when field 
agents identified sexual maturity of female plaice using only a visual estimation of the 
sexual maturity phase through macroscopic criteria. Females that had spawned (D) were 
assigned with the highest consistency, while there was disagreement for immature (A) 
and developing (B) females. When comparing the macroscopic results with the stereology 
ones from the currents study, similar results are found. The best identified phase is D 
(80.4%) and the least is B (30.2%). Indeed, 57.1% of individuals that were identified as 
immature (A) were actually in development (B) while 45.2% classified under B were 
shown to have spawned (D) after quantitative histology readings.  
 

There is a clear difficulty when determining the maturity phase through either the 
observation of macroscopic criteria of the ovary, or individual parameters such as body 
length or weight. When classifying individuals by their biological parameters, depending 
on their maturity phase determined through the stereological method (Figure 3), only 
immature (A) and spawning (C) individuals were completely separated by the ratio 
between the ventral ovar s length and the fish s total length. No clear patterns could be 
extracted.  
 

For the stereological readings, while the inter rater reliability was estimated with a 
percentage agreement and Fleiss  kappa, the first readings were not recorded so the 
evolution of the reading method before and after the reading protocol was set up could 
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not be compared. However, the final high agreement percentages showed the importance 
of a calibration exercise before the readings, as well as setting up a reading protocol to 
limit interpretations during the identification of structures. 
 

C. Impact of macroscopic versus stereology methods 
 

When estimating a maturity ogive for this species, the visual macroscopic method 
yielded a size at which 50% of the population has reach sexual maturity (L50) of 28.6 cm. 
When using the stereological method, the L50 is of 20.6 cm. This difference in estimations 
is even more notably important since the minimum landing size for Pleuronectes platessa 
is set at 27 cm (Annex XII of Council Regulation 850/98, Millner & Vigneau, 2018). For 
the eastern English Channel stock (27.7d), individuals migrate between the eastern 
English Channel (division 7.d), the North Sea and the western English Channel (division 
7.e) during the spawning period, and a fixed maturity ogive was established from age 
survey data, but no length related maturity ogive was established for this stock (ICES, 
2019).  
 

Conclusion 

 
Stereology on histological ovarian cross sections, coupled with a calibration exercise 
and standardized reading procedure, allows for a more objective identification of the 
sexual maturity phase when compared to the macroscopic method, while being just as 
precise at the histological method. Once the cellular structures have been quantified, 
the individual can be classified into a sexual maturity phase, though the model set up 
will greatly vary on the gametogenesis development of the species. Though this method 
requires a lot more resources compared to the more classical macroscopic method, it 
clearly shows differences in data output, and ultimately impacts fisheries assessment 
indexes such as maturity ogives.  
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Supplementary material 

 
All data is available on the Zenodo repository (http://doi.org/10.5281/zenodo.3745640). 
Scripts are available on a GitHub repository 
(https://github.com/CarineMTS/P_platessa_Paper) , or by contacting Carine Sauger 
(carine.sauger@gmail.com) and Laurent Dubroca (laurent.dubroca@gmail.com). 
 
  

DRAFT



Table A : Function drop1 
outputs of the generalised 
linear models (GLM binomial, 
logit link) for each histological 
structure found throughout the 
90 slides. With slide the 
identification number of the 
sampled fish (n = 15), position 
the section s position within the 
ovary (n = 6), df the degrees of 
freedom, deviance the 
residual deviance of the 
model, AIC the Akaike 
information criterion and 
P(Chi) the p-value calculated 
under a Chi² distribution 
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Abstract

Sexual maturity phase of 317 female Striped red mullets Mullus

surmuletus was established by visual observation of macroscopic cri-
teria as well as through histology coupled with stereology. Stereology
reading agents showed calibration results with a difference of less than
4% for germline cell identification. Individuals from the Bay of Biscay
(n=103) and English Channel (n=214) stocks showed inter- and intra-
gonadic cellular homogeneity. The beginning of a spawning event was
detected for the English Channel stock in May while two spawning
event were registered in May and July for the Bay of Biscay stock.
When comparing the visual method with the use of stereology, indi-
viduals correctly classified were of 93% in A (immature), 30.5% in B
(developing), 78% in C (spawning), 0% in D (regressing/regenerating)
and 0% in E (omitted spawning). However, visually the ovaries will
become opaque early on, leading to an under-estimation of A indi-
viduals. Bay of Biscay stock L50=16.1 cm and A50=0.1 year, English
Channel stock L50=18.7 cm and A50=0.6 year. When using histology,
the cellular structures to identify individuals that have spawned dis-
appear just as the spawning period ends, leading to an over-estimation
of A individuals outside of the spawning period. To separate phase A
and phase pfB (potentially future developing) individuals, all 317 indi-
viduals were regrouped and a hierarchical clustering was used. Length
L50 and age A50 at which 50% of the fish in both stocks are sexually
mature were re-calculated, with a L50 of 22.9 cm and a A50 of 1.5 year
when including pfB individuals, and a L50 of 24.8 cm and a A50 of 1.9
year when excluding them.
Keywords : Mullus surmuletus, stereology, histology, visual maturity,
maturity ogive
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1 Introduction

Life history traits encompass the defining features of an organism’s life cycle,
intricately weaving together to shape its reproductive strategy and overall
fitness (Stearns, 2000). These traits, such as individual reproductive effort
and output, growth patterns, or biological characteristics, interplay to mold
an organism’s reproductive success. These elements not only govern an in-
dividual’s fitness (Stearns, 1992) but also hold the key to conditioning the
productivity and vitality of the broader underlying population.

In fishery management, essential biological parameters such as length,
weight, and sexual maturity phase of exploited stocks are collected either
through individuals landed by fishermen or during scientific surveys. These
biological parameters are used to compute metrics such as the L50 or the
A50: respectively, length or age at which 50% of the fish within the stock are
sexually mature (?). These metrics play a pivotal role in the estimation of
the SSB (total weight of all sexually mature fish in the stock), or to define
the Minimum Legal Length (MLL) (ICES, 2012).

Among the collected biological parameters, metrics such as length, weight
and age can be objectively quantifiable. However, when it comes to as-
certaining sexual maturity, the usual process in fishery science hinges on
visually assessing the gonad (de Boois et al., 2023; ICES, 2018). While
convenient, this rapid and straightforward approach can yield considerable
uncertainty upon the specific identification criteria for the studied species
(Brown-Peterson et al., 2011; West, 1990). Another method for determin-
ing maturity phases involves employing histology. Histology is considered
the most accurate method despite it also being the most time and resource-
consuming (Hunter & Macewicz, 1985; West, 1990). However, coupling his-
tology with a quantitative method (stereology) guarantees accurate rates of
cellular contents and takes into account atresia to identify omitted spawners
and can be used to estimate fecundity with higher precision than the vol-
umetric or gravimetric methods, especially for species with multiple follicle
cohorts (Emerson et al., 1990; Kjesbu et al., 2010; Bucholtz et al., 2013).
One commercially important species with little histological data description
available (N’Da & Deniel, 1993) is the Striped red mullet (Mullus surmuletus
Linnaeus, 1758).

The Striped red mullet is a benthic teleost found along the coast of Eu-
rope, from the English Channel to Gibraltar, but also in the northern part
of West Africa to Dakar as well as in the Mediterranean and Black seas
(Whitehead et al., 1986). In North Atlantic waters in 2022, this Mullidae
was managed under two stocks: Striped red mullet in International Council
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for the Exploration of the Sea (ICES) subarea 4 (North Sea), divisions 7d
(Eastern English Channel) and 3a (Skagerrak, Kattegat) (ICES, 2022a) and
the Striped red mullet in ICES subareas 6 and 8, and in divisions 7a–c, 7e–k,
and 9a (North Sea, Bay of Biscay, southern Celtic Seas and Atlantic Iberian
waters) (ICES, 2022b).

The Working Group on the Assessment of Demersal Stocks in the North
Sea and Skagerrak (ICES, 2022a) stated that, for the Striped red mullet
stock of subarea 4, divisions 7d and 3a, the 2021 landings for this commer-
cially important species was of 2976 Tonnes (T), with 1745 T from division
7d (Eastern English Channel). There is no Total Allowable Catch (TAC) or
minimum landing size for this stock, though signs of over-fishing have been
recorded. Moreover, in 2021, this stock’s ICES data category was down-
graded from category 3 to category 5 (Landings-only stocks. Includes stocks
for which only landings data are available (ICES, 2016)). For subareas 6, 8
and divisions 7.a-c, e-k and 9.a stock, the Working Group on Widely Dis-
tributed Stocks estimated the landings of 2021 to be of 1445 Tonnes (ICES,
2022b). This stock is also under the ICES data category 5, with no as-
sessment method in place due to short time-series, no TAC and a first full
benchmark proposed for 2024. The only minimum landing size was set in
France in 2002 (16cm) and 2013 (15cm) (France, 2013).

In the following study, a quantitative method was set up, coupling histol-
ogy and stereology, with the aim to make maturity estimation more objective.
With the Striped red mullet as the studied species, a comparison between the
maturity phases yielded by this quantitative method with the more classical
visual approach was made.

2 Materials and Methods

2.1 Samplings

For this study, females of two M. surmuletus stocks were taken into consid-
eration (Table 1). The Bay of Biscay stock includes 103 individuals fished
from ICES divisions 8a, 8b, 8c, 7g and 7j while 214 individuals from the
English Channel stock were fished from ICES division 7d. The samplings
were opportunistic, meaning the number of fish, their sizes and the time of
the sampling depended greatly on commercial catches arrivals and the possi-
bility to embark on scientific campaigns. The sampling period for this study
spanned from November 2020 to August 2022, with a monthly sampling of
15 individuals for both stocks when possible. A final sampling occurred in
August 2022, long after all other samplings for the English Channel stock
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since the end of the spawning period had been missed the year prior. All
fish were sampled by bottom trawl and originated from either commercial
fishing vessels or scientific campaigns such as CGFS (Channel Ground Fish
Survey), EVHOE (EValuation Halieutique Ouest de l’Europe) and IBTS (In-
ternational Bottom Trawl Survey).

Individuals from commercial fishing vessels were caught at least a day
prior and were kept on ice while being brought to the IFREMER laboratory
of Port-en-Bessin (France) for dissection. Individuals caught during scientific
campaigns were dissected immediately on board. For each fish, the following
parameters were taken : ungutted weight (g), total length (cm), visually
estimated maturity (Le Meleder, 2022), right ovary weight (mg), left ovary
weight (mg). From the weights, a gonado-somatic index (GSI) was calculated
for each individual (GSI = (total gonad weight ÷ ungutted weight of the
individual) ∗ 100). Finally, the otoliths were extracted and sent to IFREMER
of Boulogne-sur-Mer (France) for age estimation.
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Table 1: Sampled individuals from the English Channel stock (ICES division 7d)
and the Bay of Biscay stock (ICES divisions 8a, 8b, 8c, 7g and 7j)

Month Fish sampled ICES Division Source
Nov 2020 9 7j ; 7g EVHOE 2020
Feb 2021 20 7d Commercial
Mar 2021 13 7d Commercial
Apr 2021 12 7d Commercial
May 2021 15 7d Commercial
May 2021 11 8b ; 8c Commercial
Jun 2021 7 8a Commercial
Jul 2021 15 8b Commercial
Aug 2021 15 7d Commercial
Sept 2021 15 7d Commercial
Sept 2021 15 8b Commercial
Oct 2021 3 8b EVHOE 2021
Oct 2021 27 7d CGFS 2021
Oct 2021 14 7d Commercial
Nov 2021 10 7d Commercial
Nov 2021 1 7g EVHOE 2021
Nov 2021 11 8a ; 8b EVHOE 2021
Nov 2021 16 8b Commercial
Dec 2021 14 7d Commercial
Jan 2022 15 7d IBTS 2022
Jan 2022 15 7d Commercial
Feb 2022 15 7d Commercial
Feb 2022 15 8b Commercial
Aug 2022 14 7d Commercial

2.2 Histology

The histological slide processing method was taken from Sauger et al. (2020).
Fresh sampled individuals were dissected, their ovaries were extracted, pho-
tographed (Le Meleder et al., 2022) and a 1.5 cm section was extracted from
the median area of each ovaries. These sections were then placed into a
Davidson fixative at 4°C for 48 hours before being transferred into Ethanol
(70°). Samples were then put into an automate (Leica TP1020) for dehydra-
tion through successive ethanol and butanol baths, before being manually
embedded into paraffin wax. Ovarian cross sections of 3 µm were trichrome
stained (Gabe, 1968) and mounted between slide and slip.
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2.3 Stereology

Microphotographs of ovarian structures were taken with an Olympus AX70
microscope using the Olympus CellSens© software. Female germline cells
were identified and measured (i.e. mean cell diameter and mean zona radiata
width). These photographs and measurements were used to set up a lexicon
describing, in fine detail, the ovarian structures of M. surmuletus (Berthelin
et al., 2023).

The stereological method used to quantify the volume each structure takes
within the ovarian slide was based off the Glagolev (1934) method and de-
scribed in Sauger et al. (2020). Each slide was digitized with an Olympus
VS120 slide scanner and read under QuPath (Bankhead et al., 2017). Under
QuPath, for each scanned histological slide, the cross section was detected
through segmentation by using a threshold applied on the gray level image
to extract the tissue area (Goode et al., 2013). Once the tissue area was
outlined, a grid of 500 to 600 equidistant points was layered over the ovarian
section using a random starting point. This random starting point was then
fixed to facilitate reproducibility, allowing for different readers to use the
same reading grid. Each grid point was attributed a single structure from a
list of 18 possible ovarian cellular structure described in the lexicon Table 2.
The percentage of times a structure was counted on a single slide was then
computed. For this study, 3 readers have participated in slide readings and
have undergone a inter-calibration beforehand.
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Table 2: Identifiable structures during the stereological reading of ovarian histo-
logical slides of M. surmuletus (Berthelin et al., 2023). * = main germline cells

Abbreviation Name
og* oogonium
po1* primary oocyte stage 1
po2* primary oocyte stage 2
ldo* lipid droplet oocyte
cao* cortical alveoli oocyte
vtg* oocyte in vitellogenesis
oih* oocyte in hydration
ho* hydrated oocyte

POF* Post-Ovulatory Follicle
aoA* atretic oocyte alpha
aoB* atretic oocyte beta
L lysis
bv blood vessel
Is intercellular space
gw gonadal wall
ct connective tissue
E unnatural emptiness
U undetermined

2.3.1 Reader inter-calibrations

During the calibration exercises, 15 slides were read multiple times by four
different agents. These 15 slides were chosen so as to encounter a maximum
of cellular structure variety (sections with missing gonadal wall, discolored
areas, different germ cells, ect.). The counting grid generated for each slide
was identical for all agents. Between each readings, the results of all agents
were compared and rules were set up for an harmonization of the reading
process (Dubroca et al., 2023). During the calibrations, each slide was read
at least 3 times by all agents until reaching a difference of less than 3% for all
main germline cell types between all readers. To assess the global agreement
of the readers for each slide, a percentage agreement and Fleiss’s kappa index
(Conger, 1980; Hallgren, 2012; McHugh, 2012) were calculated.

Out of the four reading agents, one agent had no previous knowledge
on histological structures identification. The agent was given the lexicon,
the reading protocol and was instructed to read the 15 slides with no further
information. Two out of the four reading agents were given more information
on cellular identification and stereology beforehand while the last agent had
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previous experience in stereology and oogenesis structure identification.

2.3.2 Cellular homogeneity

To verify whether the location of the cross section within the ovary had an
impact on cellular structure percentages, cellular homogeneity was checked.
For this, 14 fish from the Bay of Biscay were sampled in February 2022, while
16 fish from the English Channel were sampled in November 2021. These
individuals ranged from a size of 21 cm to 36 cm. For all 30 individuals, cross
sections were made in the anterior (1) median (2) and posterior (3) areas of
the right (D) and left (G) ovaries. Stereology readings were done for the 6
(G1, G2, G3, D1, D2, D3) slides for all 30 fish. A binomial GLM (General
Linear Model), with a logit link (Chessel & Thioulouse, 2013; Zuur et al.,
2009), was used to test the effect of (1) the cross section’s position (1, 2,
3) and of (2) the gonad (D, G) on the cellular structures’ frequencies. The
results from the GLM were analyzed using the individual deviations of the
variables tested (i.e. cellular structures) through the drop1 function. Finally,
a principal component analysis (PCA) of the quantified cellular structures
was established for a visual representation of cellular homogeneity.

2.3.3 Stereological maturity phase determination

Following the ICES (2014, 2018) and Brown-Peterson et al. (2011) defini-
tions, the stereological counts were used to classify each individual into a
maturity phase. For this process, only the phases A, B, Ca, Cb and E were
established (Table 3). The criteria were chosen so that no two phase could
overlap, and all remaining slides were classified automatically into the D
(Regressing/Regenerating) phase.
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Table 3: Definitions of the sexual states and maturity phases in teleosts. Based
on WKMATCH (ICES, 2014), WKASMSF (ICES, 2018), Brown-Peterson et al.

(2011). With og: oogonium, po1: primary oocyte stage 1, po2: primary oocyte
stage 2, ldo: lipid droplet oocyte, cao: cortical alveoli oocyte, vtg: oocyte in vitel-
logenesis, oih : oocyte in hydration, ho: hydrated oocyte, POF: Post-Ovulatory
Follicle, aoA: atretic oocyte alpha, aoB: atretic oocyte beta, GVM: germinal vesi-
cle migration, GVBD: germinal vesicle breakdown
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2.3.4 Visual vs Stereological maturity phase determination

As stated previously, for all 317 female individuals a maturity phase was
established visually and through the use of stereology. From this data, a
confusion matrix was set up, comparing the visual reading with the stereo-
logical results. Finally, the maturity ogive, the length at which 50% of the
population has reached sexual maturity (L50) and the age at which 50% of the
population has reached sexual maturity (A50), were calculated using the size-
Mat package (Torrejon-Magallanes, 2018). The L50 and A50 were calculated
using the visual maturity and the stereological maturity.

2.4 Additional analyses

2.4.1 Hierarchical Clustering

A hierarchical clustering (unsupervised learning) was performed on all in-
dividuals that were classified into the A (immature) category through the
stereological method, regardless of the stock they originated from, while tak-
ing into account only the main germline cells percentages.

3 Results

3.1 Reader inter-calibrations

The percentage agreements and Fleiss’ kappas for the calibration readings
are shown in Table 4. For the first reading, the percentage agreements for
the 15 slides ranged from 34.8% to 69.4% (50.2% to 72.6% for Fleiss’ kappa).
For the last calibration reading, the percentage agreements spanned from
57.6% to 78.6% (67.1% to 83.4% for Fleiss’ kappa). There was an increase
in the percentage agreement for 14 slides when comparing the first and last
readings. However, when looking at Fleiss’ kappa there was an increase for
all slides. Moreover, the last slide with a lower agreement at the last reading
also had an extra reader.
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Table 4: Percentage agreement (Agree) and Fleiss’ kappa (%) of the first (1) and
last (Ω) calibration reading results

During the first reading, there were differences of more than 3% for po1
(primary oocyte stage 1), po2 (primary oocyte stage 2), ldo (lipid droplet
oocyte) and cao (cortical alveoli oocyte) for certain slides. These germline
cells were better defined in the lexicon and the reading differences for po1,
po2 and cao were lowered to 3% or less for the last reading. For the ldo
germ cell, the difference between readers was under 4% for the last reading.
The highest recurring differences between readers were for the structures U
(unknown) and aoA (atretic oocyte alpha), with a clear difficulty to classify
structures between L (lysis) and ct (connective tissue) as well as a higher
percentage of U for less experienced readers. Moreover, rare structures like
aoB (atretic oocyte beta) and POF (Post-Ovulatory Follicle) were not well
identified at the time of the calibration, or had never been encountered.
Presence of these structures had been counted by certain readers, even if
the difference between readers never exceeded 2%. Finally, when removing
the less experienced reader, whom had absolutely no guidance with cellular
identifications, the first reading results ranged from 54.3% to 87.1% for the
percentage agreement and from 59.4% to 83.5% for Feliss’ kappa. The last
reading results ranged from 68.1% to 83.9% for the percentage agreement
and from 72.2% to 85.3% for Fleiss’ kappa.
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3.2 Cellular homogeneity

3.2.1 Bay of Biscay stock

For the 14 fish sampled in February 2022, 13 different cellular structures were
quantified. The sampled fish is the variance that best explains the model,
except for the gw (gonadal wall) and U (unknown) categories where it is the
position of the section that explains best the model. For 11 of the 13 cellular
structures, the position variables (D1, D2, 3, G1, G2, G3) have a lesser effect
on the model, even when P is statistically significant (P<0.001) (Table 7).
However, the presence of og (oogonium) and aoA (atretic oocyte alpha) do
not seem to be affected significantly by the position of the section. The
PCA (Figure 8) allows for a visual validation, with 97.1% of the variation
represented on the 2 main axis, with U, Is and ldo being the 3 main structures
to influence the model.

3.2.2 English Channel stock

For the 16 fish sampled in November 2021, 12 different cellular structures
were quantified. The individual was the variance that explained best the
model, except for the bv (blood vessel) and gw (gondal wall) categories where
it is the position of the section that explains best the model. For 10 of
the 12 cellular structures, the position variables (D1, D2, 3, G1, G2, G3)
have a lesser effect on the model, even when P is statistically significant
(P<0.001) (Table 8). Moreover, the presence of og (oogonium), po1 (primary
oocyte stage 1) and aoA (atretic oocyte alpha) do not seem to be significantly
affected by the position of the section, while the presence of oaA and L (lysis)
do not seem to depend on the individual sampled. The PCA (Figure 9)
allowed for visual validation, with 98.5% of the variation represented on the
2 main axis, with Is, ldo and U as the 3 main structures influencing the
model.

3.3 Visual vs Stereological maturity phase determina-
tion

A confusion matrix (Table 5) was set up to compare the maturity phases
determined from the visual method with the stereological method. For all
317 M. surmuletus sampled during the study, 57 were visually classified as
immature (A) individuals. Out of those 57 individuals, stereology showed
that 93% were classified correctly. The remaining 7% were actually in the
developing (B) maturity phase. Moreover, 30.5% of individuals classified
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visually into B were correctly identified, while 66% were reclassified into A
through stereology. Visually, 78% of fish were correctly classified under C
(spawning), with 9% reclassified under E with stereology. Individuals clas-
sified visually into F (abnormal : presence of necrosis) were reclassified into
phases A (69%) and B (31%) with stereology. All individuals classified into
D visually came out as A with the stereological method. A single individual
visually classified into B was reclassified into D with stereology. Out of the
317 individuals sampled, 216 were classified into A through stereology.

Table 5: Confusion matrix comparing maturity phase reading results between
the visual (top row) and stereological (first column) method for 317 M. surmuletus

sampled. The circled data are the number of individuals correctly estimated trough
the visual method, with A: Immature, B: Developing, Ca: Actively spawning,
Cb: Spawning capable, D: Regression/Regeneration, E: Omitted spawning, F:
Abnormal

A B C D F

A 53 143 3 8 9

B 4 66 0 0 4

Ca 0 2 14 0 0

Cb 0 4 4 0 0

D 0 1 0 0 0

E 0 0 2 0 0

With the maturity phases determined through the visual appreciation
of macroscopic criteria, as well the the stereologically determined maturity
phases, L50 and A50 were calculated and summarized in Table 6. When com-
paring maturity phase results for both methods, stereology always yielded
a higher size or age compared to the visual method. Indeed, for Bay of
Biscay and English Channel stocks respectively, there are a 9.9 cm and 8.6
cm difference for the estimated L50. For the estimation of the A50 for the
Bay of Biscay stock, the visual method suggests a A50 of 0.1 years old while
the stereological method suggests a A50 of 1.9 years old. For the English
Channel stock, the visual method suggests a A50 of 0.6 years old while the
stereological method suggests a A50 of 2.3 years old.
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Table 6: For both stocks of M. surmuletus, length at which 50% of the population
has reached sexual maturity (L50) and age at which 50% of the population has
reached sexual maturity (A50) using estimated maturity phase by the visual and
stereological methods

3.4 Stereology results

3.4.1 Bay of Biscay stock

In the Bay of Biscay, mean germline cell percentages were established (Fig-
ure 1) for the 103 sampled M. surmuletus. In November 2020 ldo (lipid
droplet oocyte) shows a high mean percentage of over 50%. In May, the
highest mean germline cell percentages are 61% for vtg (oocyte in vitelloge-
nesis), 18% for ho (hydrated oocyte) and 11% for oih (oocyte in hydration).
POF (Post-Ovulatory Follicle) were also present at a very low rate 1%. Sim-
ilarly, in July mean germline cell percentages were highest for vtg (37%),
with a presence of ho (6%), oih (5%) and a very low presence of POF (1%).
The presence of ldo (lipid droplet oocyte) was high in June (53%) and af-
ter the spawning period in September (61%). Mean ldo percentage was low
in November (8%) and high again in February 2022 (61%), with a mean
percentage of cao (cortical alveoli oocytes) of 17% for that same month.
Atretic oocyte alpha (aoA) are present during the spawning period at low
rates (<1%) except in July, with a mean percentage of 14%. Ultimately, po1
(primary oocyte stage 1) and po2 (primary oocyte stage 2) are present in all
sampled months at variable mean percentages (<1% in May at it’s lowest
and 94% in October at it’s highest).
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Figure 1: Monthly mean main germline cells percentages for M. surmuletus of
the Bay of Biscay stock. With og: oogonium, po1: primary oocyte stage 1, po2:
primary oocyte stage 2, ldo: lipid droplet oocyte, cao: cortical alveoli oocyte,
vtg: oocyte in vitellogenesis, oih: oocyte in hydration, ho: hydrated oocyte, POF:
Post-Ovulatory Follicle, aoA: atretic oocyte alpha, aoB: atretic oocyte beta

3.4.2 English Channel stock

Figure 2 shows the mean germline cell percentages for the 214 M. surmuletus
sampled from the English Channel stock. Starting February 2021, mean
cao percentage increase from 17% to 74% in April. Later during the year,
after the spawning period, cao appear at very low rates in November and
December 2021 (<1%) and rise to 28% by February 2022. A single individual
with oih was recorded in March 2021 while other individuals started their
vitellogenesis in April (vtg = 6%), with a mean germline vtg percentage
of 47% in May. A low presence of POF was also recorded in May (<1%).
Atretic oocyte alpha (aoA) were present from February to May, with mean
percentages ranging from 1% in April to 5% in May. After the spawning
period (August 2021), ldo shows a high mean percentage of over 50%. Finally,
po1 are always present with po2 at variable rates. When there are no oocytes
in vitellogenesis, mean po2 percentages are highest, with 59% or more in
February and March 2021, and from September 2021 to February 2022.
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Figure 2: Monthly mean main germline cells percentages for M. surmuletus of
the English Channel stock. With og: oogonium, po1: primary oocyte stage 1, po2:
primary oocyte stage 2, ldo: lipid droplet oocyte, cao: cortical alveoli oocyte, vtg:
oocyte in vitellogenesis, oih: oocyte in hydration, ho: hydrated oocyte, POF: Post-
Ovulatory Follicle, aoA: atretic oocyte alpha, aoB: atretic oocyte beta

3.4.3 Oogenesis through time for both stocks

For a better visualization of the data, Figure 3 shows sampled M. surmuletus
from both stocks, classified by month and size, with a color code for the
stereologically established maturity phases. For the English Channel stock,
individuals sampled in February 2021 ranged from 24 cm to 33 cm, with 11/20
classified into phase A (immature) and the others into phase B (developing).
In March, 8 were in A, 4 in B and 1 in C (spawning), and sizes ranged from
20 cm to 25 cm. By April, all individuals were classified under B and were
of a length of 20 cm to 24 cm. In May females for both stocks were classified
into the spawning phase. Sampled individuals ranged from 24 cm to 30 cm in
size, with 9 out of 11 fish from the Bay of Biscay in Ca (has already spawned
at least once and is able to spawn again) and only 2 out of 15 females from
the English Channel were spawning capable (Cb) while the others were still
in development (B). A second spawning event was recorded in July for the
Bay of Biscay stock, with fish categorized into phases A (3), C (9), D (1)
and E (2). In June, only individuals of 15 cm to 21 cm were sampled for
the Bay of Biscay stock, with 6/7 classified into phase A. Outside of the
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spawning period, from August to December, 136 out of the 140 sampled M.
surmuletus were classified into phase A, with total fish lengths ranging from
12 cm to 36 cm. For the English Channel stock, the amount of individuals
in phase B increased starting January 2022 (23%), to reach a ratio of 80% of
individuals in phase B, for both stocks with fish of similar sizes (from 22 cm
to 29cm). In an effort to sample individuals in phase D right after spawning,
a last sampling occurred in August 2022 with individuals of 19 cm to 24 cm,
however, 12 of those 13 sampled individuals were classified into phase A, and
one in phase B.

Figure 3: Monthly sampled M. surmuletus classified by length (cm), for the
English Channel (+) and Bay of Biscay (⇤) stocks. The maturity phase was
estimated through the stereological method, with A: Immature, B: Developing,
Ca: Actively spawning, Cb: Spawning capable, D: Regression/Regeneration, E:
Omitted spawning

3.5 Stereology results

With the lost of a signal that could help classify the individuals into phase
D, such as presence of POF (Post-Ovulatory Follicle) or aoB (atretic oocyte
beta), individuals outside of the spawning period were categorized into phase
A through the use of stereology. A hierarchical clustering was used as an
unsupervised learning method to see if real immature individuals could be
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separated from those that had actually spawned a few months prior. From
this, all 216 individuals previously classified into A were split into two groups
(Figures 4 and 10) : with A (immature) and pfB (possible future developing
individuals). The leading variable in the grouping was the presence of ldo
(lipid droplet oocyte).

Figure 4: Boxplot of cell structure percentages for all M. surmuletus indi-
viduals classified into the A (Immature), pfB (potentially future Developing),
B (Developing), Ca (Actively spawning), Cb (Spawning capable), D (Regres-
sion/Regeneration) and E: Omitted spawning maturity phases through the use of
stereology. With og: oogonium, po1: primary oocyte stage 1, po2: primary oocyte
stage 2, ldo: lipid droplet oocyte, cao: cortical alveoli oocyte, vtg: oocyte in vitel-
logenesis, oih: oocyte in hydration, ho: hydrated oocyte, POF: Post-Ovulatory
Follicle, aoA: atretic oocyte alpha, aoB: atretic oocyte beta, L: lysis, bv: blood
vessel, Is: intercellular space, gw: gonadal wall, ct: connective tissue, E: unnatural
emptiness and U: undetermined

When visualizing data with individuals reclassified into the A or pfB
groups (Figure 5), pfB fish were mainly present in November 2020, June
2021 and from August to November 2021. Before the spawning period, in
November 2020, out of the 7 one year old M. surmuletus, 5 were classified
into pfB, as well as both 2 year old individuals. During the spawning period
in June, five out of the six 0 year old individuals were classified into pfB, the
last one being in phase A. After spawning, all individuals sampled in August
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2021 were 1 year old and classified into pfB. In September, 50% of sampled
fish were classified into pfB, with all individuals of 2 years or older classified
into pfB or B. In October all 0 year old fish were in phase A. One year old
fish were either in A (58%) or pfB (42%), while fish of two years or older were
classified under pfB except for one individual in A. By November, 0 year old
fish were in phase A, 21 one year old were in A and 2 were in pfB, and for
two year old individuals, one was in A, one in pfB and one in B. Finally, all
individuals in December classified into A were of 1 or 2 years of age while
the only 3 year old individual was in phase B.

Figure 5: Monthly sampled M. surmuletus classified by age (year), for the en-
tirety of the study. The maturity phase was estimated through the stereological
method, with A: Immature, pfB: potentially future Developing, B: Developing,
Ca: Actively spawning, Cb: Spawning capable, D: Regression/Regeneration, E:
Omitted spawning

The gonado-somatic index (GSI) was calculated for 296 fish. Figure 6
shows boxplots of the GSI for all individuals classified into the different ma-
turity phases. Only one individual was classified into D, and no clear GSI
value could be extracted to differentiate fish into different maturity phases
that aren’t C (spawning), even if an increase of the mean GSI can be seen as
the maturity phase progresses from A (immature) to C.
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Figure 6: Boxplot of the gonda-somatic index (GSI) of sampled M. surmuletus

indiviudals classified by maturity phase, with A: Immature, pfB: potentially future
Developing, B: Developing, Ca: Actively spawning, Cb: Spawning capable, D:
Regression/Regeneration, E: Omitted spawning

Finally, maturity ogive, L50 and A50 were calculated (Figure 7). When
adding pfB individuals into the model, the L50 is estimated at 22.9 cm (con-
fidence intervals = 21.8 - 23.9 cm) and the A50 at 1.5 years (confidence
intervals = 1.3 - 1.8 years). When removing these individuals completely
from the model, the L50 is estimated at 24.8 cm (confidence intervals = 24.1
- 25.8 cm) and A50 at 1.9 years (confidence intervals = 1.8 - 2.1 cm).
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Figure 7: Computing of the length at which 50% of the population of M. sur-

muletus has reached sexual maturity (L50) and age at which 50% of the population
of M. surmuletus has reached sexual maturity (A50), from the sizeMat R package.
a) L50 (top) and A50 (bottom) calculated when taking into account the pfB group
as part of the sexually mature individuals. b) L50 (top) and A50 (bottom) calcu-
lated when removing pfB individuals from the formula

4 Discussion

4.1 Reader inter-calibrations

With multiple (three) agents being included in the reading of histological
slides in this project, a calibration exercise for all reading agents was manda-
tory. Moreover, each reading agent possessed a different background knowl-
edge on identification of ovarian structures from histological slides. A fourth
reader, that only participated in the calibration exercise, had absolutely no
previous knowledge on histology or gametogenesis and was subjected to the
calibration readings with the reading protocol (Dubroca et al., 2023) and
lexicon (Berthelin et al., 2023) has his only guides. The calibration read-
ings with readers of varying experience showed the importance of a detailed
lexicon for the identification of germline cells, as well as a reading protocol.
While the lexicon is here to describe in detail the cellular structures found
within the ovaries, the protocol sets down rules to harmonize the stereological
reading process. Before the protocol was set up, when a counting cross fell
between two structures there would be a disparity between readers whom
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would favor one type of structure above another, like favoring a germ cell
over a structure like connective tissue, gonadal wall or blood vessels.

The calibration exercise underlined three main difficulties. The first diffi-
culty was in identifying structures in lysis (L) or oocytes in atresia (aoA and
aoB). These structures do not have definite sizes or shapes and are not always
identifiable depending on the degree of lysis. The other two main difficulties
were the identification of rare structures (oaB or POF) and confusion be-
tween lysis and connective tissue. Atretic oocytes beta and Post-Ovulatory
Follicles were rarely (POF) or never (aoB) encountered during the readings,
with a limited description in the lexicon that led to missed identifications
during the calibration. The second difficulty, confusion between lysis and
connective tissue, was mainly due to the staining that gave both structures
a green tint. However, for the identification of the main germline cells, the
results were more than satisfactory with a difference of less than 4% amongst
all readers. The U (undetermined) category, was higher for readers with less
experience. This did not influence the counts of the main germline cells and
assures the readings to favor quality over quantity regardless of the readers’
experience. Moreover, the high number of sampling points assured the ad-
equate representation of the quantified structures over the studied surface
(Gundersen & Jensen, 1987; Sauger et al., 2020).

4.2 Cellular homogeneity

Cellular homogeneity for individuals form the Bay of Biscay stock showed no
difference in cellular composition depending on the section. Only the gonadal
wall (gw) surface showed a slight impact depending on the position of the
section. The presence of oogonium (og) and atretic oocytes alpha (aoA) are
not significantly affected by the position of the section, however the deviances
are very low compared to other models. This may be explained by either the
very small size of the structure that may be present on the section but not
quantified (og) or by the presence of the structure (aoA) only in the cross
section of certain individuals. In this case, it is clear that very small sized
structures, such as og, are not accurately represented.

Cellular homogeneity for individuals from the English Channel stock
showed that all slides were similar in their cellular structure compositions.
The position of the cross section seemed to have a slight effect on the quanti-
fied volume of blood vessels (bv) and gonadal wall (gw). Like the previously,
small (og and po1) and uncommon (L and aoA) structures are not accurately
represented. regardless of this issue, this does not impede on the maturity
phase determination for this species, and validates the fact that the position
of the section within the ovary matters little.
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4.3 Spawning period

For individuals from the Bay of Biscay, two spawning events were recorded
in May and July, with presence of individuals that are actively spawning
(presence of hydrated oocytes) but have also already spawned (presence of
Post-Ovulatory Follicles.). In June, only small sized individuals were sam-
pled, with 6 classified into A (immature) and 1 into B (developing). Unfortu-
nately, no samples could be acquired before May and after July to follow the
beginning and end of the spawning period. However the May-June spawn-
ing period seem to match those from the literature (N’Da & Deniel, 1993;
Desbrosses, 1933).

For individuals from the English Channel stock, vitellogenesis started
in March, with a few spawning capable females in May. Unfortunately, no
samples could be acquired in June and July, which would have been the
spawning period (Mahé et al., 2005) with a peak in June (Mahé et al., 2013).

When looking at only the gonadal development of the species, regardless
of the stocks the individuals came from, a high percentage (over 30%) of
atretic oocytes alpha are recorded in July at the end of the spawning period.
After July, no POF (Post-Ovulatory Follicle) or aoB (atretic oocyte Beta)
were found, event though the individuals sampled in August were small in
size, the signal was still missing in September for larger individuals. Outside
of the spawning period, only primary growth oocytes (oogonium (og), pri-
mary oocyte stage 1 (po1), primary oocyte stage 2 (po2) and lipid droplet
oocyte (ldo) are present, with cortical alveoli oocytes (cao) appearing in
December and becoming more prominent starting February. This was also
observed by N’Da & Deniel (1993). M. surmuletus is an iteroparous batch
spawner with a short spawning period (3 months) and a very short regression
phase (D) right after spawning.

During the spawning period and right after, individuals classified into A
(immature) show presence of ldo. These ldo will mature into cao starting
January, however to confirm this, sampling of 2 years and older individuals
would be needed. This underlines the limitation of an opportunistic sampling
method, as well as the importance of a high sample number of individuals
from different size categories during the spawning period.

4.4 Maturity phase determination

The study of this species underlined the limitations of both the use of stereol-
ogy and the visual macroscopic approach for maturity determination. Indeed,
stereology wise, the quick disappearance of Post-Ovulatory Follicles and fast
atresia of cao and vitellogenic oocytes after spawning leads to a high clas-
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sification of fish into phase A (immature) regardless of the high probability
(size and age wise) that these individuals have participated in the previous
spawning event. The use of stereology is however beneficial for identifying
omitted spawning (E) individuals since this phase relies on the presence of
50% of atretic oocytes alpha. In regards to the to the visual method, maturity
phase A determination is linked to the transparency of the gonad. However,
the ovary is vascularized early on (presence of blood vessels, 4), becoming
opaque. For the stereological method, this led to misclassification of sexually
mature individuals into the immature (A) phase. For the visual method, this
led to misclassification of immature (A) individuals into the sexually mature
categories. Under-estimating the size or age at first maturity with the vi-
sual method is a known problem when collecting this data for a multitude
of species (Gerritsen & McGrath, 2006; Lang et al., 2013; McPherson et al.,
2011; Burchard et al., 2013; Midway & Scharf, 2012). Once again, this un-
derlines the importance of sampling during the spawning period, regardless
of the method used. Finally, the gonado-somatic index (GSI) was calculated,
however there was no clear evidence that the GSI could help with identifying
the maturity phase of individuals outside of the spawning phase (Mahé et al.,
2005, 2013).

4.5 Length and size at maturity

Before reassigning all individuals classified under A (immature) by the stere-
ological method, the length (L50) and age (A50) at which 50% of the popu-
lation has reached sexual maturity were compared for both stocks. For the
Bay of Biscay stock, the visual approach estimates a L50 at 16.1 cm with a
A50 at 0.1 year. This result is under the estimated first size at maturity for
female M. surmuletus of 18 cm by Dorel (1986). For the English Channel
stock, the visual method estimated a L50 at 18.7 cm, a higher result when
comparing with results form Desbrosses (1933) that estimated a size at first
maturity of 18 cm, or a L50 of 16.9 cm by Mahé et al. (2013). The A50 esti-
mated through the visual method was of 0.6 year, under the estimated A50

of almost 1 year old by Mahé et al. (2005) or the age at first maturity of 2
years old by Desbrosses (1933).

No L50 or A50 were previously established forM. surmuletus by using data
from histological observations. Moreover, with the clear misclassification of
sexually mature individuals into phase A (immature), the calculated L50 and
A50 are over-estimated. A solution to this would have been to establish the
L50 and A50 by using data from individuals sampled from March (beginning
of vitellogenesis) to July (end of spawning period). Unfortunately, with miss-
ing data for certain months depending on the stock, and too few immature
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individuals sampled during the spawning period, a L50 or A50 could not be
calculated appropriately.

In order to separate real immature individuals from those classified under
phase A but whom were potentially sexually mature, hierarchical clustering
was used. This led to the establishment of two groups. A first group of indi-
viduals with no ldo (lipid droplet oocytes) that was reclassified under phase
A (immature) and a second group with ldo classified under pfB (potential fu-
ture developing individuals). The presence of lipid droplets in teleost oocytes
play an important role in germline cells maturation and are oocytes’ main
energy source in vitellus (Johnson, 2009; Wiegand, 1996). During the spawn-
ing period small sized (<21cm) individuals of 1 year of age or less showed
no cortical alveoli oocytes (cao) but ldo were present. After the spawning
period, from September to November, ldo were mostly found in individuals
of 2 years of age or older, with a size of ≥21 cm.

As previously stated, with the lost of structures such as Post-Ovulatory
Follicles (POF) and fast atresia of cao and vitellogenic oocytes after spawn-
ing, identifying individuals that have previously participated in spawning is
impossible. However there seems to be a group-synchronous oocyte devel-
opment (Murua & Saborido-Rey, 2003), with presence of ldo in small sized
individuals during the spawning period and lager sized individuals after the
spawning period. This could be signalling that these ldo will be recruited for
a future spawning season, so potentially future spawners. When using the
ICES’s maturity staging key (ICES, 2018), the Ba (developing but sexually
immature) sub-phase could be applied here, however our clustering could
also include individuals that have already spawned, thus we decided to forgo
the use of Ba nomenclature for correctness. For this reason, when calculat-
ing L50 or A50, the question was raised whether these pfB individuals should
be taken into account or removed from the calculation, thus the choice to
present results (7 including pfB individuals (L50=22.9 cm and A50=1.5 year)
and excluding them (L50=24.8 cm and A50=1.9 year).

Finally, when using stereology a bias is formed since physiological matu-
rity (when fish can produce gametes) and functional maturity (when fish can
produce gametes and contribute to larval production) are rarely differentiated
(Hunter & Macewicz, 1985; Prince et al., 2022). This comes from the defini-
tions of the size at first maturity. With histology an individual will become
sexually mature when the gonadotropin-dependent development of gonads
begins, which is identified by the first appearance of cao (Brown-Peterson
et al., 2011). In fisheries management, the size recorded is when individuals
begin contributing to the stock biomass (i.e. first spawning) (Prince et al.,
2022). This leads to histology over-estimating the actual reproductive poten-
tial of stocks and the behaviour of the species should be taken into account
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during sampling (Prince et al., 2022), especially for M. surmuletus that is
known to have mature and immature individuals migrating during the year
between coastal and deeper waters (Mahé et al., 2005; Whitehead et al., 1986;
Quéro, 1984), with larger fish present at deeper depths (Desbrosses, 1933).

5 Conclusion

In fisheries management, proper assessment of sexual maturity phase for ex-
ploited stock species ensures fitting estimations of age and size at first sexual
maturity. This will lead to more accurate estimations of the spawning stock
biomass (SSB), an important indicator used when defining the total allow-
able catch (TAC) and minimal legal length (MLL), ultimately favoring a
viable exploitation of the stock. In this study to determine a L50 and A50

for the Striped red mullet (M. surmuletus) by using histology and stereology,
objectivity and reproducibility were assured by the implementation of a pro-
tocol, while replicability was certified through calibration of reading agents.
Testing cellular homogeneity confirmed that cross sections anywhere in the
ovary would yield the same reading results. Finally, whether the visual or
stereological method is used for maturity phase determination, in order to
diminish the risk of misclassification it is of utmost importance to favor a
monthly or bi-monthly sampling during the spawning period (March to Au-
gust for stereology and May to July for the visual method) while taking into
account multiple size classes.

6 Supplementary materials

All macroscopic ovarian pictures, scanned histological slides, stereology read-
ing results and sampling data are available on the Zenodo data repository
for individuals from the Bay of Biscay stock (Sauger et al., 2023a) and indi-
viduals from the English Channel stock (Sauger et al., 2023b). For an access
to the R scripts used for data analyses, contact the main authors.
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Appendices

Table 7: Results of the drop1 function (R package), for the binomial General
Linear Model (logit link) for each cellular structure quantified in 6 histological
slides of different positions (D1, D2, 3, G1, G2, G3) for 14 M. surmuletus ovaries
from the Bay of Biscay stock. With df = degrees of freedom, deviance = the
residual deviance of the model, AIC = the Akaike information criterion, P(Chi) =
p-value calculated through a Chi² distribution, og: oogonium, po1: primary oocyte
stage 1, po2: primary oocyte stage 2, ldo: lipid droplet oocyte, cao: cortical alveoli
oocyte, vtg: oocyte in vitellogenesis, oih : oocyte in hydration, ho: hydrated
oocyte, POF: Post-Ovulatory Follicle, aoA: atretic oocyte alpha
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Figure 8: Principal component analysis (PCA) of the cellular structures quanti-
fied in 6 histological slides of different positions (D1, D2, 3, G1, G2, G3) for 14 M.

surmuletus ovaries from the Bay of Biscay stock. With og: oogonium, po1: pri-
mary oocyte stage 1, po2: primary oocyte stage 2, ldo: lipid droplet oocyte, cao:
cortical alveoli oocyte, vtg: oocyte in vitellogenesis, oih : oocyte in hydration, ho:
hydrated oocyte, POF: Post-Ovulatory Follicle, aoA: atretic oocyte alpha, aoB:
atretic oocyte beta

29

DRAFT



Table 8: Results of the drop1 function (R package), for the binomial General
Linear Model (logit link) for each cellular structure quantified in 6 histological
slides of different positions (D1, D2, 3, G1, G2, G3) for 16 M. surmuletus ovaries
from the English Channel stock. With df = degrees of freedom, deviance = the
residual deviance of the model, AIC = the Akaike information criterion, P(Chi) =
p-value calculated through a Chi² distribution, og: oogonium, po1: primary oocyte
stage 1, po2: primary oocyte stage 2, ldo: lipid droplet oocyte, cao: cortical alveoli
oocyte, vtg: oocyte in vitellogenesis, oih : oocyte in hydration, ho: hydrated
oocyte, POF: Post-Ovulatory Follicle, aoA: atretic oocyte alpha
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Figure 9: Principal component analysis (PCA) of the cellular structures quanti-
fied in 6 histological slides of different positions (D1, D2, 3, G1, G2, G3) for 16 M.

surmuletus ovaries from the English Channel stock. With og: oogonium, po1: pri-
mary oocyte stage 1, po2: primary oocyte stage 2, ldo: lipid droplet oocyte, cao:
cortical alveoli oocyte, vtg: oocyte in vitellogenesis, oih : oocyte in hydration, ho:
hydrated oocyte, POF: Post-Ovulatory Follicle, aoA: atretic oocyte alpha, aoB:
atretic oocyte beta
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Figure 10: Dendrogram and principal component analysis (PCA) representations
of the hierarchical clustering preformed on the cellular structures quantified in all
M. surmuletus individuals that were classified under the sexual maturity phase
A (immature) under the stereological method, and reclassified either under A
(immature) or pfB (potentially future developing). With og: oogonium, po1:
primary oocyte stage 1, po2: primary oocyte stage 2, ldo: lipid droplet oocyte, cao:
cortical alveoli oocyte, vtg: oocyte in vitellogenesis, oih : oocyte in hydration, ho:
hydrated oocyte, POF: Post-Ovulatory Follicle, aoA: atretic oocyte alpha, aoB:
atretic oocyte beta
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Chapitre 3. Détermination objective de la maturité : l’histologie quantitative

5 Bilan

La mise en place d’un protocole d’histologie dans un contexte halieutique présente la

difficulté d’allier la réalisation des blocs histologiques de qualité à un contexte d’échan-

tillonnage très contraint : obtention de poissons frais non vidés et non congelés, transport

et utilisation de produits toxiques à bord des navires ou encore difficulté d’effectuer des

prélèvements destinés à l’histologie en mer. Les méthodes permettant le traitement d’or-

ganes par l’histologie ayant peu évolué (fixateur à base de formaldéhyde, inclusion dans

paraffine, coupe manuelle au microtome), il n’existe pas de substituts efficaces au pa-

raformaldéhyde pour la fixation des échantillons, la seule alternative limitant la toxicité

pourrait être la réalisation de coupes congelées. Mais cela nécessiterait une congélation

rapide à -80°C des échantillons, et donc, la mise à disposition de congélateurs à bord

des navires. Finalement, la réalisation des coupes ne peut être encore que manuelle et

nécessite temps et formation technique.

La coloration au trichrome de Prenant-Gabe, peu utilisée en halieutique à notre

connaissance, a facilité le travail de description et d’identification des stades cellulaires et

des structures ovariennes. Les contrastes au niveau des couleurs suggèrent la possibilité

d’automatiser les lectures de lames par l’analyse d’image et l’apprentissage supervisé (Cha-

pitre 4). Les structures décrites ont été répertoriées dans des lexiques espèces-spécifiques,

incluant les longueurs moyennes des cellules de la lignée germinale et des zona radiata.

Ces documents ont une double vocation : la mise à jour des connaissances sur l’ovogenèse

et leur utilisation pour faciliter l’analyse stéréologique et la rendre reproductible entre

laboratoires.

L’histologie quantitative, ou stéréologie, par la méthode de Glagolev consiste à

recouvrir la section ovarienne entière d’une grille de points équidistants pour évaluer les

pourcentages des différentes structures cellulaires. L’homogénéité cellulaire a été vérifiée

entre les 2 ovaires et au sein de chaque ovaire, ce qui a permis de limiter la lecture à une

coupe par individu. Après avoir mis en place des exercices de calibration basés sur un

ensemble de règles à appliquer lors de la lecture stéréologiques (Dubroca et al., 2023a),

un seuil d’erreur d’identification de moins de 3% a été obtenu pour chaque structure.

Finalement, en suivant les définitions du Conseil International pour l’Exploration de

la Mer (CIEM) qui préconise une harmonisation des définitions à utiliser dans l’estimation

des phases de maturité sexuelle chez les téléostéens, les pourcentages des cellules de la

lignée germinale ont été pris en compte pour classer les individus dans différentes phases

de maturité. Ce classement s’est révélé pertinent par rapport au classement macroscopique

et a permis en outre d’identifier des individus en omission de ponte (E).

Le suivi temporel des pourcentages cellulaires moyens a permis de décrire le cycle
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d’ovogenèse, mettant en évidence le type de développement ovarien de chaque espèce, la

saison de reproduction et les évènements de ponte. Ces données ont aussi révélées le risque

d’erreur de classement pour les périodes où l’échantillonnage est réalisé en dehors de la

saison de reproduction (cas du rouget barbet de roche). La comparaison des mesures de

L50 et A50 obtenues par méthodes macroscopique et stéréologique pour P. platessa, M.

surmuletus et L. whiffiagonis a permis de préciser l’importance de la période d’échan-

tillonnage, mais également la validation de la méthode stéréologique comme une méthode

plus objective d’estimation de la maturité.
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Figure 3.23 – Schéma de synthèse des méthodologies utilisées pour le traite-
ment des ovaires par l’histologie et l’analyse de lames histologiques par stéréologie
pour les espèces suivies
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(Suite Figure 3.23) Schéma de synthèse des méthodologies utilisées pour le traitement

des ovaires par l’histologie et l’analyse de lames histologiques par stéréologie chez les

téléostéens
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6 Annexes

Figure 3.24 – Calculs de la longueur (L50) et l’âge (A50) auxquels 50% de la population
atteint la maturité sexuelle, pour les femelles de cardine franche (L. whiffiagonis, n = 142)
échantillonnées pendant la saison de reproduction (octobre à mars). a) L50 déterminée à
partir des données d’observations macroscopiques. b) A50 déterminé à partir des données
d’observations macroscopiques. c) L50 déterminée à partir des comptages stéréologiques.
d) A50 déterminé à partir des comptages stéréologiques
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Figure 3.25 – Boxplot des pourcentages (%) des 18 structures cellulaires retrouvées sur
les sections ovariennes médianes de cardines franches (L. whiffiagonis) en fonction de leurs
phases de maturité sexuelle, déterminés par comptage stéréologique, avec : Immature (A),
Développement (B), En ponte (Ca), En capacité de ponte (Cb), Régression / Régénération
(D), Omission de ponte (E), ovogonie (og), ovocytes primaires stade 1 (po1), ovocytes
primaires stade 2 (po2), ovocytes avec gouttelettes lipidiques (ldo), ovocytes à alvéoles
corticales (cao), ovocytes en vitellogenèse (vtg), ovocytes en cours d’hydratation (oih),
ovocytes hydratés (ho), follicules post-ovulatoires (POF), ovocyte en atrésie α (aoA),
ovocyte en atrésie β (aoB), lyse (L), paroi gonadique (gw), tissu conjonctif (ct), vaisseaux
sanguins (bv), espace intercellulaire (Is), indéterminées (U) et espace non naturel (E)
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Chapitre 4
Identification automatique de structures

cellulaires par apprentissage supervisé

Publication avec comité de lecture associée au Chapitre :

G Article 4 : Using deep learning to identify female germline cells of a flatfish

species for sexual maturity determination. En préparation, sera soumis dans

ICES Journal of Marine Science
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– Professeur Tournesol : Capitaine, est-ce un poisson, cet ani-

mal qui vient de sauter hors de l’eau, là-bas ?

– Capitaine Haddock : Non, c’est un piano à queue !

– Professeur Tournesol : Ah ! il me semblait bien que cela ne

pouvait pas être un poisson...

Le trésor de Rackham le Rouge (Hergé, 1944)



1. Introduction

1 Introduction

Quel que soit le tissu étudié, l’analyse stéréologique, qui s’appuie sur un échantillon-

nage statistique, fournit une très grande quantité d’informations sur chaque section

histologique traitée. Lorsque l’opérateur humain supporte l’acquisition de cette infor-

mation par l’analyse des images et l’identification des structures cellulaires, ce volume

d’information suit une procédure de qualification rigoureuse implémentée dans le Cha-

pitre 3, afin de garantir la reproductibilité des résultats obtenus (voir Publication

4 du Volume II). Le grand nombre de données acquises lors des lectures standardisées

rend alors envisageable une automatisation du processus d’identification cellu-

laire. L’apprentissage automatique, une méthode en Intelligence Artificielle (IA), a été

utilisé dans cet objectif, et les résultats obtenus par cette approche sont présentés dans

ce Chapitre 4.

1.1 L’intelligence artificielle (IA)

Le concept d’Intelligence Artificielle existe depuis les années cinquante, et l’on re-

trouve une première utilisation du terme Intelligence Artificielle en 1956 lors du Dartmouth

Summer Research Project on Artificial Intelligence. Chollet et al. (2018) définissent le

domaine de l’Intelligence Artificielle comme étant «l’effort d’automatiser des tâches intel-

lectuelles qui sont normalement effectuées par des êtres humains». Ce concept s’appuie

sur la capacité des machines à traiter de très grandes quantités d’information, en suivant

toujours les mêmes règles. D’un point de vue scientifique, traiter de grandes quantités

de données de manière standardisée présente l’avantage d’assurer la reproductibilité des

analyses.

Plusieurs sous-domaines font appel à l’IA (Figure 4.1), comme la robotique, la pla-

nification et l’optimisation de systèmes, les systèmes experts qui utilisent des bases de

données afin d’apporter de l’information sur un sujet, etc.. Les applications sont nom-

breuses comme le montre la Figure 4.1.
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Figure 4.1 – Diagramme présentant différents sous-domaines que l’on
peut retrouver en intelligence artificielle et leurs applications

Ainsi, en posant la question Qu’est-ce que l’intelligence artificielle ? à ChatGPT (ver-

sion 3.5, juillet 2023), une IA du domaine de traitement du langage naturel conçue par

la société OpenAI et ayant pour fonction de répondre à des requêtes d’utilisateurs dans

les domaines les plus variés, la réponse suivante est générée :

«L’intelligence artificielle (IA) concerne la capacité des machines à réaliser des

tâches demandant habituellement une intelligence humaine. Elle implique la

création de systèmes et de programmes informatiques capables d’apprendre,

de raisonner, de résoudre des problèmes et de prendre des décisions de manière

autonome, à la manière des êtres humains.

L’IA se divise en deux catégories principales : l’IA faible, qui se spécialise dans

des tâches spécifiques comme la reconnaissance vocale ou les recommandations

de produits, et l’IA forte, qui demeure une hypothèse, capable de comprendre,

d’apprendre et de résoudre des problèmes dans divers domaines comme le

ferait un être humain.
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Les techniques utilisées en IA incluent l’apprentissage automatique, qui per-

met aux machines d’apprendre et de s’améliorer grâce aux données, ainsi que

l’apprentissage profond, qui se sert de réseaux de neurones artificiels pour des

tâches complexes.

L’IA est utilisée dans de nombreux domaines, tels que la santé, la finance,

les transports, la robotique, les jeux, la reconnaissance vocale et faciale, entre

autres. Elle offre un potentiel significatif pour automatiser des tâches, amélio-

rer la prise de décision et résoudre des problèmes complexes, tout en soulevant

des préoccupations éthiques concernant la confidentialité et l’impact sur l’em-

ploi.»

OpenAI, 2023

Ainsi, il apparaît que dans le cadre de l’élaboration d’une définition d’une Intelligence

Artificielle, une IA adaptée (ici le traitement du langage naturel) peut effectuer cette

tâche d’une manière satisfaisante. On retrouve les notions exposées par ChatGPT dans

Chollet et al. (2018), chapitre 1. Il est aussi à noter que si l’usage de l’IA interroge

et remet en question les pratiques de certains champs disciplinaires (voir Milano et al.,

2023, en science de l’éducation par exemple), ce chapitre prend le parti pris inverse et

utilise l’IA afin d’accélérer et améliorer le travail relativement fastidieux et complexe

d’interprétation histologique. Les implications de ce choix éthique seront discutées dans

les résultats.

1.2 L’apprentissage automatique

En 1950, Turing posait la question : Les machines peuvent-elles réfléchir ? À tra-

vers le «jeu de l’imitation», Turing théorisait que si un ordinateur pouvait engager une

conversation avec un être humain et que l’être humain ne l’identifiait pas comme étant

un ordinateur, alors ce dernier faisait preuve de la même intelligence que celle d’un être

humain. Turing proposait alors le concept d’une machine qui apprend. Tout comme

l’apprentissage infantile, on peut apprendre à une machine en utilisant un système de

"punition" et de "récompense", cela jusqu’à ce que le professeur (ici le programmeur) soit

satisfait du résultat. Dans ce contexte, la notion d’intelligence apparaît quand la machine

arrive à déduire une information sans que cette dernière n’ait été implémentée par le pro-

grammeur. En 1959 le terme machine learning est popularisé par Arthur Samuel comme

étant le domaine d’étude qui donne aux ordinateurs la capacité d’apprendre sans être

explicitement programmés (Samuel, 1959).

Deux approches à l’Intelligence Artificielle sont alors mises en place. La première est

l’IA symbolique, permettant de générer une réponse prédéfinie en fonction de règles pro-
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grammées par un humain. Les premières machines "jouant" aux échecs utilisaient cette

approche et suivaient simplement de nombreuses règles pré-programmées. La deuxième

approche est celle de l’apprentissage automatique (ou machine learning en anglais) qui

consiste à fournir des données et des résultats à une machine et à laisser la machine élabo-

rer elle-même des règles liant données et résultats. Par la suite, ces règles sont appliquées

à une autre base de données dans le but de produire de nouveaux résultats (Chollet

et al., 2018). On ne parle alors plus de programmation mais d’entraînement.

L’apprentissage automatique peut être divisé en 4 branches (Chollet et al.,

2018) :

G La première branche, la plus communément utilisée, est l’apprentissage super-

visé qui a pour but d’apprendre à un modèle à relier des données à une instance

connue (ou annotations), à l’aide d’exemples (annotés par des humains). Cette ap-

proche inclut principalement les classifications (regrouper des objets similaires) et

les régressions (estimer/prédire un résultat en fonction de données).

G La deuxième branche est l’apprentissage non-supervisé qui permet la recherche

d’information dans des données non annotées, sans objectif déterminé. L’apprentis-

sage non-supervisé est utilisé principalement en analyses de données (visualisation

de données multidimensionnelles, compression, dé-bruitage des données, mise en

évidence de corrélations, etc.), et permet d’extraire d’un ensemble de données com-

plexes les caractéristiques principales de l’ensemble. Par exemple, les techniques

telles que l’Analyse en Composantes Principales (ACP) ou le Clustering sont des

méthodes d’apprentissage non-supervisées (Kubat, 2017).

G La troisième branche est celle de l’apprentissage renforcé qui est présentement

la branche la moins développée avec des applications pour l’instant restreintes au

domaine des jeux vidéos. Cette branche sera amenée à s’étendre dans les années à

vernir (voiture à conduite autonome, robotique, gestions de ressources, etc.). L’ap-

prentissage renforcé a pour principe la mise en place d’un agent dans un environne-

ment. L’agent va alors effectuer des actions qui seront récompensées ou punies en

fonction de leur désidérabilité, lui permettant d’apprendre à choisir les actions qui

maximiseront les récompenses.

G La dernière branche, l’apprentissage auto-supervisé, est considérée comme une

instance de l’apprentissage supervisé, sans le système d’annotations manuelles par

un humain. Les annotations sont auto-générées depuis les données d’entrées, et le

modèle s’entraîne sur une partie de la donnée pour apprendre une autre partie de

cette même base de données. Cette méthode est utilisée, par exemple, pour prédire

le prochain mot dans une phrase en fonction des mots utilisés précédemment.

236



1. Introduction

1.3 L’intelligence artificielle en halieutique

L’intérêt pour l’outil qu’est l’Intelligence Artificielle a aussi atteint le domaine de

l’halieutique, avec l’automatisation de l’analyse de grandes bases de données, une appli-

cation que l’on retrouve dans de nombreuses autres disciplines (Rubbens et al., 2023).

La mise en place de bases de données comportant des informations multi-espèces, multi-

zones sur des échelles temporelles larges, et ce dans des formats hétérogènes incluant, en

plus des tables classiques (mesures, coordonnées, etc.), des images, des vidéos ou des en-

registrements sonores, a permis la mise en place de procédures analytiques s’appuyant sur

l’intelligence artificielle. Ces applications concernent plus particulièrement le domaine de

la reconnaissance de forme, domaine où l’annotation manuelle devient difficile à mettre

en oeuvre par le volume de données à traiter et le caractère potentiellement biaisé de

l’exercice dû à l’intervention d’un opérateur humain.

Toutes ces contraintes ont menées au développement de procédures automatisées pour

différentes applications en halieutique. Par exemple, concernant les travaux d’échantillon-

nages en mer, les données récoltées requièrent systématiquement l’identification de l’es-

pèce, ainsi que l’acquisition de données biométriques pour chaque individu. Des systèmes

automatisés permettant l’identification de l’espèce et la mesure individuelle sur des flux

d’images ont donc été développés. Dans ce cadre, l’identification des espèces peut s’ap-

puyer sur des mesures prises sur les silhouettes d’individus (Strachan et al., 1990).

L’identification automatisée des espèces sur des flux vidéo a été utilisée dans diverses

applications, comme par exemple l’étude du comportement des individus par rapport aux

engins de pêche. L’objectif était d’évaluer la sélectivité des engins et de l’améliorer afin de

limiter la capture d’espèces non désirables ou vulnérables (Sugpatan Abangan et al.,

2023). Ce type d’application peut également être utilisé dans les fermes piscicoles, pour

apprécier et contrôler le bien-être des individus. Il s’agit dans ce cas d’analyser leur masse

et leur morphologie en utilisant les images issues de vidéos (Saleh et al., 2023).

Avec l’évolution des méthodes et techniques, des modèles d’identification de plus en

plus performants ont été développés pour le grand public, avec des applications facilement

accessibles et dédiées à l’identification d’espèces (FishVerify, IDFish, Picture Fish, Fish-

brain, Fishidy, etc.). L’enrichissement des bases de données d’images d’espèces dans des

environnements variables (luminosité, orientation de l’individu, intensité des couleurs) a

facilité la détection et l’identification d’individus sur vidéos et photographies (Loulidi

et al., 2022).

Toutefois, même si le matériel de prise de vue est de plus en plus performant, ces

améliorations atteignent leurs limites en eaux turbides ou profondes où la luminosité est

moindre ou lors d’observation de regroupements d’un grand nombre d’individus. Les don-

nées acoustiques peuvent alors être utilisées pour pallier ces problèmes afin d’estimer les
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biomasses et les abondances des espèces présentes (Moustahfid et al., 2020). Depuis

plus de deux décennies, différents modèles d’apprentissage automatique ont été dévelop-

pés pour la classification des espèces de poissons par acoustique, associant les données

d’échosondeurs et les bandes sonores à des données annexes (prises du chalut effectuées

en même temps des mesures acoustiques, caractéristiques morphologiques des amas de

poissons, localisation géographique, distance par rapport à la surface et au fond) acquises

par des navires de pêche ou de suivis scientifiques (Yassir et al., 2023). Ces mêmes mé-

thodes peuvent être utilisées à partir de bouées équipées d’échosondeurs pour détecter et

prédire la présence et l’abondance de certaines espèces d’intérêt commercial telles que les

thonidés, dans l’objectif par exemple de mieux définir les zones de pêches (Baidai et al.,

2020 ; Song et al., 2023). Enfin, un avantage indéniable des stratégies basées sur l’analyse

combinée d’images et de données acoustique d’individus vivants dans leur environnement

naturel, est qu’elles ne sont pas destructrices (par comparaison à celles nécessitant d’ex-

traire les poissons de leur environnement pour les identifier) et peuvent décrire en temps

réel l’abondance des espèces présentes.

Un autre pan de l’utilisation de l’IA en halieutique concerne la détermination de

l’âge à partir des otolithes. L’âge est un paramètre biologique clé pour mieux comprendre

l’écologie des espèces et la répartition en âge des captures est un élément majeur utilisé

dans les modèles d’évaluation des stocks. Or, l’interprétation des stries de croissance sur

un otolithe requiert le plus souvent deux estimations indépendantes, afin d’évaluer la pré-

cision et la répétabilité de la lecture. Pour faciliter l’identification des stries de croissance,

différentes méthodes de préparation sont classiquement appliquées aux otolithes : en les

brûlant légèrement (Christensen, 1964), en les colorants au rouge neutre (Bouain et al.,

1988) ou en réalisant une coupe fine pour les plus épais (Bedford, 1983 ; Smith, 1968).

L’automatisation de la lecture de l’âge par l’apprentissage automatisé a permis à Benson

et al. (2023) de coupler les paramètres biologiques (longueur, masse et sexe), les données

de géo-spatialisation (latitude, profondeur et température) et les données d’absorption et

d’émission du spectre infra-rouge des otolithes pour 9000 lieus d’Alaska (Gadus chalco-

grammus). Les résultats obtenus par ce modèle en apprentissage supervisé mis en place

se sont avérés semblables ou meilleurs que ceux obtenus par la méthode microscopique

classique. Non seulement cette méthode est non destructive pour les otolithes, par rap-

port aux autres méthodes citées plus haut, mais elle a aussi permis de réduire le temps de

validation de la lecture et elle assure une meilleure reproductibilité de la détermination

des âges.

Dans le secteur de l’alimentaire issu de l’halieutique, l’évaluation de la qualité et de

la fraîcheur du poisson s’appuie en partie sur l’estimation visuelle (et donc peu objec-

tive) effectuée par des agents. Jayasundara et al. (2023) ont montré qu’automatiser

cette pratique en utilisant l’analyse d’images permet une classification objective des pro-
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duits dans une grille indiquant la qualité de fraîcheur sans destruction de l’échantillon,

et permet un gain de temps et de coût par rapport aux méthodes basées sur l’analyse

biochimique.

Des modèles en apprentissage automatique capables d’analyser de larges bases de don-

nées sont également utilisés dans des approches de suivis d’écosystèmes, par exemple pour

faciliter l’identification d’habitats à fort potentiel de rétablissement dans des zones forte-

ment exploitées, dans une optique de conservation (Stamoulis et al., 2018). Ces modèles

permettent également l’étude du comportement des flottilles, la détection et l’analyse

des activités de pêche, l’identification en amont de risques potentiels (bloom algaux, mé-

téorologie) et l’amélioration de l’efficacité du trafic maritime avec même des applications

suggérant des trajets optimisés (Fernandes-Salvador et al., 2022 ; Wang et al., 2023).

Enfin, l’apprentissage automatique a aussi été utilisé en gestion de stocks, avec des mo-

dèles prédisant la biomasse reproductrice d’un stock en fonction de données passées ou

permettant d’identifier des facteurs impactant le recrutement. Ces indicateurs sont des

éléments clés pour comprendre les facteurs conduisant à l’effondrement des stocks, et

ainsi permettre une exploitation durable, minimisant le risque d’effondrement des popu-

lations même dans des conditions environnementales défavorables (Chen et al., 1999 ;

SmoliÒski, 2019).

L’IA reste encore très rarement en histologie quantitative dans le domaine halieutique,

alors même que la stéréologie (Tableau 3.2) est la méthode la plus précise pour estimer la

fécondité. Des logiciels spécialisés dans l’analyse d’images d’ovocytes ont été développés

ces dernières années, utilisant l’apprentissage non-supervisé pour la détection des ovocytes

par détourage, suivi de leur classification qui regroupe automatiquement les ovocytes

similaires. Ces logiciels quantifient les cellules germinales par analyse stéréologique et

proposent une estimation de la fécondité. Toutefois, même si ces logiciels ont des taux

de classification de plus de 80% pour les ovocytes matures, les étapes de détection et

d’identification spécifique à une espèce donnée ou sur des ovocytes primaires requiert une

modification et un nouvel entraînement du modèle (Mbaidin et al., 2021 ; Pintor et al.,

2016).

L’automatisation de l’analyse d’images de synthèse d’ovaires de poissons en trois di-

mensions (3D) est très récente, avec seulement 2 travaux publiés cette année : Lesage

et al. (2023) ont mis en place un processus de segmentations de cellules sur des images

3D d’ovaires entiers, en utilisant uniquement un modèle généraliste de segmentation de

cellules (Cellpose), sans avoir besoin d’entraîner un modèle sur une base de données en

amont. Pour cela, deux jeux de données ont été utilisés. Le premier contient des images

d’ovaires d’individus adultes avec fluorescence au niveau des membranes des ovocytes et le

second des images d’ovaires de larves avec une fluorescence au niveau des cytoplasmes des
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cellules germinales. Ce modèle a permis la quantification des cellules depuis les images 3D,

avec comme objectif futur l’utilisation de cette méthodologie pour étudier le développe-

ment cellulaire. Kumar et al. (2023) ont eux aussi mis en place un modèle généraliste en

apprentissage supervisé permettant la mesure précise des volumes et surfaces de cellules

ovariennes. Ce modèle a été appliqué sur des ovaires d’individus à différentes phases de

maturité et il a été possible de suivre l’évolution morphologique des cellules de la lignée

germinale au cours de l’ovogenèse. Le modèle détecte, annote et analyse les cellules pré-

sentes dans les niches germinales depuis des images 3D. Les noyaux et cortex cellulaires

des cellules germinales ont été annotés manuellement, avec l’utilisation de différentes co-

lorations pour analyser l’effet des teintes sur la segmentation. Le modèle proposé par

Kumar et al. (2023) segmente correctement 81% des cellules de la gonade, pourcentage

de précision également retrouvé avec Cellpose (Stringer et al., 2021), outils permettant

aussi la segmentation des cellules, et décrit plus loin dans ce Chapitre 4.

Objectifs

Pour faciliter l’analyse stéréologique des espèces suivies dans ce travail, dont l’étape cri-

tique est la lecture des lames, nous avons dans ce Chapitre 4 développé une méthodologie

basée sur l’apprentissage supervisé en couplant l’Intelligence Artificielle à la stéréologie.

La mise à disposition par la communauté scientifique d’outils de segmentation cellulaire

ainsi que d’algorithmes d’apprentissage supervisé a permis l’entraînement d’un modèle

permettant d’automatiser le processus des lectures stéréologiques. Le modèle a été déve-

loppé dans un premier temps pour la cardine franche (Lepidorhombus whiffiagonis), avec

comme résultat final la détermination de la phase de maturité. Pour cela, nous avons :

G Développé une méthodologie utilisant des outils open source déjà disponibles dans

le domaine de l’apprentissage supervisé pour automatiser la segmentation et l’iden-

tification des différents types cellulaires sur les lames histologiques, en reprenant les

données de lectures stéréologiques.

G Validé la procédure pour la cardine franche (Lepidorhombus whiffiagonis) en attri-

buant une phase de maturité individuelle en suivant les critères de classement du

CIEM.

G Utilisé le modèle pour estimer la longueur et l’âge à première maturité (L50 et A50)

d’après les phases de maturité nouvellement obtenues pour la cardine franche et

comparé ces estimations à celles obtenues dans le Chapitre 3.
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2 Matériel et Méthodes

La méthodologie utilisée est décrite dans l’article associé au Chapitre 4.

2.1 Échantillonnage et histologie quantitative

Les deux ovaires de 202 individus femelles cardine franche (L. whiffiagonis) ont été

récoltés et au moins une section par ovaire a été traitée en histologie. Au total, 461 lames

histologiques colorées au trichrome de Prenant-Gabe (Gabe, 1968) ont été digitalisées et

les images analysées sous QuPath (Bankhead et al., 2017).

Une calibration entre les deux agents lecteurs a été effectuée sur 15 lames histologiques

pour valider le protocole de lecture et l’homogénéité cellulaire a été vérifiée sur 6 sections

ovariennes de 17 individus.

Les structures cellulaires présentes ont été quantifiées par stéréologie (méthode de

points par Glagolev (1934)) pour un total de 217 lames histologiques. Par la suite,

l’extension Cellpose (v.0.7.0) a été utilisée sous QuPath (v4.3) pour détourer les cellules

et générer une banque d’images des cellules segmentées. Les résultats des lectures stéréo-

logiques ont permis d’assigner les types cellulaires aux cellules segmentées en fonction des

coordonnées des images. Le résultat obtenu est une base de données d’images avec des

cellules segmentées annotées (Cutler et al., 2022 ; Pachitariu et al., 2022 ; Stringer

et al., 2021).

2.2 Apprentissage supervisé

Une fois les images annotées, l’algorithme d’apprentissage supervisé You Only Look

Once (Ultralytics YOLOv5, Redmon et al., 2016 ; Terven et al., 2023) a été utilisé

sur les données annotées pour apprendre à identifier les 18 catégories retrouvées dans les

ovaires (Tableau 3.3). Sur les 48557 images annotées, 88.89% (43701) ont été utilisées

pour l’apprentissage et 11.11% (4856) utilisées pour la validation. Par la suite, le modèle

a été appliqué sur les 191594 images issues des 244 lames non annotées (pas de lectures

en stéréologie), avec pour objectif de classer ces structures cellulaires dans une des 18

catégories.

3 Principaux résultats

Les résultats peuvent être retrouvés en version détaillée dans l’article associé au Cha-

pitre 4.

La calibration a permis la validation des règles mises en place dans le protocole de
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lecture stéréologique (Dubroca et al., 2023a). De plus, les deux agents ayant effectués

les lectures stéréologiques ont un pourcentage d’accord allant de 79.7% à 95.8%. La vé-

rification de l’homogénéité cellulaire a montré qu’aucune différence n’est observée entre

les 2 gonades (droite et gauche) ni au sein d’une même gonade entre les 3 niveaux de

coupe.

Le modèle entraîné sous YOLOv5 avec la base de données des cellules ovariennes

annotées montre une précision de 81% d’identification correcte de la structure d’intérêt.

En faisant analyser les images non annotées au modèle nouvellement entraîné, 77.6% des

images ont été classées dans une des 18 catégories du Tableau 3.3.

Une fois les 176 individus classés dans une phase de maturité, 76.7% des cardines

franches ont été classées dans la même phase de maturité que par l’analyse stéréologique

classique (donc issue des lectures stéréologiques "humaines"). À partir de ces résultats,

les ogives de maturité ainsi que les longueurs (L50) et âges (A50) auxquels 50% de la

population est sexuellement mature ont été calculés. La L50 estimée à 18.0 cm d’après la

méthode stéréologique a été ré-évaluée à 19.9 cm avec la méthode automatisée d’identifi-

cation cellulaire. Le même A50 de 2 ans est obtenu avec les deux approches.

Enfin, en classant les individus par longueur pour chaque période d’échantillonnage,

il a été possible de retrouver la période du frai (janvier à mars). Les individus immatures

avant la période du frai (octobre à décembre) ont aussi été correctement identifiés. Fina-

lement, les grands individus (≥35 cm) après la ponte (mai à juin) qui avaient été classés

en phase immature par la méthode stéréologique ont aussi été classés dans cette même

phase suite à l’identification automatique des types cellulaires.
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Figure 4.2 – Méthodologie et résultats pour l’automatisation d’identification des struc-
tures ovariennes chez la cardine franche (L. whiffiagonis)
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4 Discussion

Cette section complète la discussion présente dans l’article associé au Chapitre 4

4.1 Données

La mise en place d’une section histologique d’ovaire requiert des moyens matériels

importants, ce, sur un temps long. Pour ces travaux, il a été estimé que 7 jours sont

nécessaires entre le moment où l’individu frais est disséqué et le moment où la lame

histologique peut être exploitée. À cela s’ajoute la numérisation de la lame puis sa lecture

par stéréologie estimée à 20 minutes en moyenne pour un lecteur expérimenté, exercé à

reconnaître les différentes structures sans à avoir à se rapporter au lexique de l’espèce ou

au protocole de lecture. Ainsi pour une vingtaine de lames, l’étape stéréologique prend

une journée entière à un lecteur expérimenté. Or, avec plusieurs individus échantillonnés

mensuellement pour assurer un suivi complet de la gamétogenèse, et les multiples sections

gonadiques d’une quinzaine d’individus pour vérifier l’homogénéité cellulaire, le nombre

de lames histologiques augmente rapidement pour une seule espèce. Ainsi, la vingtaine

de lames lues quotidiennement se mue à plusieurs centaines de lames dont les lectures

peuvent prendre plusieurs semaines.

La possibilité de mettre en place une automatisation de la lecture des lames apparaît

donc essentielle en terme de gain de temps et d’efficacité pour des suivis réguliers. Cette

approche permet également de limiter les erreurs de lecture entre agents et assure une

identification reproductible des structures. Emerson et al. (1990) avaient déjà suggérés

que la stéréologie, de par la complexité et la longueur des lectures, se prêtait particulière-

ment bien à une analyse automatisée. Cela est d’autant plus vrai que la lecture des lames

génère une somme considérable de données annotées nécessaires à l’apprentissage super-

visé. D’ailleurs, des applications en cancérologie ont mené au développement de méthodes

en apprentissage automatique, avec des modèles pouvant identifier des cellules tumorales

qui n’avaient pas été détectées en microscopie (Weaver et al., 2003). Cela montre la

sensibilité de cette méthode, une fois cette dernière optimisée, et ses capacités à amélio-

rer de façon substantielle l’identification des structures (ici les diagnostiques sur biopsies,

Moallem et al., 2022).

Pour développer cette approche dans le cadre de l’identification des phases de maturité

sexuelle des poissons, les cellules de la lignée germinale ont été précisément identifiées sur

la base de critères objectifs et discriminants développés dans le protocole de lecture et les

lexiques spécifiques d’espèces. De plus, cette identification a été facilitée par la coloration

au trichrome de Prenant-Gabe (Gabe, 1968) qui met en évidence des critères clés tels

que les noyaux, les alvéoles corticales ou encore les gouttelettes de vitellus, critères qui
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ont été validés à travers des exercices de calibration entre agents lecteurs avec des niveaux

d’expériences différents (novices à experts).

4.2 Segmentation des ovocytes

Avant l’analyse des images par le modèle, il est nécessaire d’identifier les structures

d’intérêt de la coupe ovarienne en les détourant et en les annotant. Plusieurs méthodes de

segmentation existent. La méthode basique consiste à isoler manuellement chaque cellule

(étape de segmentation) : cette approche est évidemment chronophage car très longue à

mettre en oeuvre. Une alternative, dite semi-automatique, consiste à utiliser pour cette

segmentation des méthodes statistiques de classification sur les valeurs de couleurs des

images. L’utilisation du trichome de Prenant-Gabe génère des gradients de couleurs qui

peuvent faciliter la segmentation individuelle des ovocytes. L’application de cette stratégie

sur les coupes de gonade de cardine n’a pas été possible sur toutes les lames, notamment

celles présentant de la vitellogenèse avancée. En effet, le traitement d’images scannées de

très grandes tailles demandait trop de ressource informatique. L’algorithme testé ici était

l’algorithme Kmeans et les résultats préliminaires associés ont été présentés en conférence

(World Fisheries Congress 2021 «Turning a time consuming process into a few coded lines :

How deep learning can shorten histology slide readings for maturity staging»).

La segmentation automatique aurait aussi pu se faire sous YOLOv5, mais nous avons

opté pour l’utilisation de Cellpose, un modèle généraliste pré-entraîné (deep learning) spé-

cialisé en segmentation individuelle de cellules (Cutler et al., 2022 ; Pachitariu et al.,

2022 ; Stringer et al., 2021). En effet, utiliser un modèle pré-entraîné sur des images

du même type que la base d’images que l’on souhaite faire analyser permet un traite-

ment plus rapide de la donnée et assure une meilleure performance. Ainsi, par exemple,

un modèle entraîné pour l’identification de cellules rondes de diamètres similaires et de

coloration grise, sera moins performant quand il est opéré sur des images de cellules de

morphologie complexe, comme par exemple des cytoplasmes colorés par fluorescence. Le

modèle Cellpose a déjà été pré-entraîné sur une large base de données d’images de cel-

lules issues de la microscopie, incluant des images d’immunocytochimie avec marquages

cytoplasmiques en fluorescence d’un ou plusieurs types cellulaires aux colorations variées,

des images microscopiques de coupes colorées (histochimie) et quelques images d’orga-

nismes entiers tels que des méduses, des fruits ou encore des cailloux pour généraliser le

modèle aux formes rondes. Cellpose est donc un modèle généraliste particulièrement bien

adapté pour la segmentation de cellules sans ajustement de paramètres (Stringer et al.,

2021).

Néanmoins, avec des cellules de diamètres très variables sur une même lame histolo-

gique, le modèle a montré ses limites. Notamment pour les sections ovariennes d’individus
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en ponte ou venant de pondre, où les cellules de grands diamètres (ovocytes hydratés)

masquent la détection des cellules germinales précoces (ovogonie) de plus petit diamètre

qui se retrouvent le plus souvent regroupées et accolées au tissu conjonctif compact.

Pour prendre en compte ces écarts de diamètre, il faudrait entraîner davantage le mo-

dèle généraliste en lui fournissant un plus grand nombre d’images annotées contenant des

structures de petits diamètres. Cette problématique concerne tout particulièrement les

espèces présentant un développement asynchrone, avec plusieurs cohortes d’ovocytes qui

se développent en décalage, menant à une grande disparité de diamètres des follicules sur

une même section ovarienne.

4.3 Apprentissage supervisé sous YOLOv5

Malgré le fait que certaines structures n’aient pas été suffisamment référencées dans la

base de données d’apprentissage pour assurer leurs identifications optimales, un nombre

conséquent de structures cellulaires a pu être identifié à travers les 244 lames histologiques

non annotées. Pour améliorer la détection, il faudra par la suite fournir des images annotées

de structures de petits diamètres (og et po1) qui ont été sous-échantillonnées. De plus,

en ajoutant des images de POF et ct il devrait être possible d’améliorer l’identification

de ces deux structures qui présentent des analogies visuelles (coloration verte). Enfin, il

faudrait améliorer la performance du modèle sur la reconnaissance de la lyse cellulaire,

notamment pour optimiser la discrimination d’ovocyte en atrésie α (aoA) et d’ovocyte

en atrésie β (aoB), structures clés pour la reconnaissance des individus en omission de

ponte (phase E).

Même si les pistes d’amélioration sont nombreuses, il faut souligner que ce premier

modèle s’est avéré robuste dans l’identification des types cellulaires des 176 individus de

cardine franche. En effet, ces résultats ont permis le calcul d’une A50 similaire à celle de

la méthode stéréologique (2 ans), ainsi qu’une L50 avec moins d’1 cm de différence entre

les deux méthodes.
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of megrim ovaries (Lepidorhombus whiffiagonis). Cell segmentation was done using the

pre-trained general model Cellpose. 217 histological slides were labeled using stereology

and used as the training dataset, while 244 unlabeled slides were analyzed under the newly

trained model. Agent calibration for the stereological readings showed a percentage agree-

ment ranging from 79.7% to 95.8%, validating the use of a standardized reading protocol.

The model was trained for 600 epoch, with a precision and recall of 67.4% and 66.4%, with

a mAP_0.5 of 67.8%. 77.6% of the unlabeled regions of interest (ROI) were categorized

into one of 18 possible structures. When comparing the sexual maturity phase established

through the stereological method or the automated cell identification method, 76.7% of

individuals were classified into the same maturity phases. Finally, when computing the

A50, both methods gave a value of 2 years, and the stereological method yielded a L50 of

18.0 cm while the deep learning method had an L50 of 18.9 cm.»
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Abstract

A deep learning algorithm was set up using Ultralytics’ You Only
Look Once (v5) to train a custom model for germline cell identification
in histological sections of megrim ovaries (Lepidorhombus whiffiago-

nis). Cell segmentation was done using the pre-trained general model
Cellpose. 217 histological slides were labeled using stereology and
used as the training dataset, while 244 unlabeled slides were analyzed
under the newly trained model. Agent calibration for the stereological
readings showed a percentage agreement ranging from 79.7% to 95.8%,
validating the use of a standardized reading protocol. The model was
trained for 600 epoch, with a precision and recall of 67.4% and 66.4%,
with a mAP 0.5 of 67.8%. 77.6% of the unlabeled regions of inter-
est (ROI) were categorized into one of 18 possible structures. When
comparing the sexual maturity phase established through the stere-
ological method or the automated cell identification method, 76.7%
of individuals were classified into the same maturity phases. Finally,
when computing the A50, both methods gave a value of 2 years, and
the stereological method yielded a L50 of 18 cm while the deep learn-
ing method had an L50 of 18.9 cm.

Keywords : Lepidorhombus whiffiagnonis, maturity ogive, stereology,
histology, machine learning, Cellpose, YOLOv5
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1 Introduction

In fisheries, the usual process to estimate an individual’s sexual maturity
phase is based off a visual assessment of the gonad (de Boois et al., 2023).
Though this method is straightforward and convenient while out on the
field, the identification of specific criteria used to identify a maturity phase
can lead to uncertainties (Brown-Peterson et al., 2011; West, 1990). Histol-
ogy is another method to determine an individual’s sexual maturity phase,
method considered to be the most accurate despite being time and resource-
consuming (Hunter & Macewicz, 1985; West, 1990). This method may be
refined further by using stereology, a random, systematic sampling method to
quantify the volume each structure takes within the organ (Andersen, 2003;
Howard & Reed, 2005). Once the cellular structures within the sexual organ
(gonad) have been quantified, a sexual maturity phase can be assigned to
the individual.

The top fields in which stereology is used do not include fisheries (Kipa-
nyula & Sife, 2018), and most of the literature on fish gonad studies through
stereology are relatively recent (2000’s). However, stereology is a method
that yields a large quantity of labeled data, making it a good candidate for
automatic image recognition through deep learning in artificial intelligence
(AI). AI, or ⌧the effort to automate intellectual tasks normally performed by
humans�, has found a new popularity for the past decade Chollet & Allaire
(2018) and has been used in many disciplines within the field of fisheries
management, with the development of methods and softwares made acces-
sible to users that are not specialized in machine learning (Rubbens et al.,
2023).

Two such softwares have been developed in recent years for the segmenta-
tion and classification of ovarian follicles (Pintor et al., 2016; Mbaidin et al.,
2021). However, these models used to estimate fecundity are generalized and
would require further species specific training for a more efficient segmenta-
tion and more precise identification of the germline cell types. In his study,
two open access tools were used : a pre-trained model specialized in cell seg-
mentation (Cellpose) and a deep learning algorithm (YOLOv5) to set up a
model for identifying the different ovarian cell types.

The sampled individuals were female megrims (Lepidorhombus whiffiag-
onis), a batch spawner flatfish species (Macdonald, 2014). Quantitative his-
tology (stereology) was used to quantify and label cellular structures within
full ovarian cross sections from individuals sampled during the entire repro-
ductive cycle. Several points were addressed during this study, such as the
influence of cross section position within the ovary, the human bias during

3

DRAFT



stereology readings, the difficulty of generalized models to segment cells with
important size differences and the precision of a model learning from a custom
dataset.

2 Materials and Methods

2.1 Histological samplings

A total of 202 female Lepidorhombus whiffiagonis were sampled from ICES
divisions 7.b-k, 8.a-b, and 8.d (west and southwest of Ireland, Bay of Bis-
cay), from November 2019 to May 2022. They were caught by bottom trawl,
originating from either commercial fishing vessels or the scientific campaign
EVHOE (EValuation Halieutique Ouest de l’Europe)(Laffargue et al., 1987).
For each individual, fresh ovaries were extracted and processed into histologi-
cal slides as described in Sauger et al. (2020). For every fish, at least one cross
section was produced for each ovary, yielding a total of 461 Prenant-Gabe
trichrome stained (Gabe, 1968) slides. Finally, the slides were digitized using
an automated whole slide imaging scanner (Aperio CS, Scan Scope Console
software, v.10.2.0.2352).

2.2 Stereology and cellular homogeneity

Whole slide images (.svs) were analyzed under the QuPath software (v3.2)
(Bankhead et al., 2017). Cellular structures found within the ovarian section
were quantified using stereology (Dubroca et al., 2023). Based off Glagolev
(1934)’s method, individual ovarian sections were outlined and a grid of 500
to 600 sampling points was placed within the outlined area. For 217 histo-
logical slides, the cellular structure under each sampling point was identified
and labeled (Table 1). The method used by (Sauger et al., 2020) to verify
cellular homogeneity was used on 17 individuals. Each fish had both ovaries
extracted, and 3 sections (anterior, median and posterior positions in the
ovary) were processed into histological slides. The cellular structures of the
102 slides were quantified through stereology. A binomial GLM (General
Linear Model) (Chessel & Thioulouse, 2013; Zuur et al., 2009) was realized
on the structure ratios and their individual deviations were tested through
the drop1 function. Finally, a principal component analysis (PCA) was es-
tablished for a visual representation of the cellular homogeneity.

Out of the 202 individuals, 176 had at least one histological section read
under stereology and one slide that was not. Once the follicles were quantified
for at least once slide for all 202 individuals, a maturity phase was associated
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to each histological slide following ICES (2014, 2018) and Brown-Peterson
et al. (2011) definitions. A maturity ogive, the length at which 50% of the
population has reached sexual maturity (L50) and the age at which 50% of
the population has reached sexual maturity (A50), were calculated using the
sizeMat package (Torrejon-Magallanes, 2018).

Table 1: Labels for identifiable structures within the ovarian histological slides
of Lepidorhombus whiffiagonis. * = main germline cells

Abbreviation Name
og* oogonium
po1* primary oocyte stage 1
po2* primary oocyte stage 2
ldo* lipid droplet oocyte
cao* cortical alveoli oocyte
vtg* oocyte in vitellogenesis
oih* oocyte in hydration
oh* hydrated oocyte

POF* Post-Ovulatory Follicle
aoA* atretic oocyte alpha
aoB* atretic oocyte beta
L lysis
bv blood vessel
Is intercellular space
gw gonadal wall
ct connective tissue
E unnatural emptiness
U undetermined

2.3 Training data acquisition

To assure the quality of cell images used in the training, rules were set up
to assure the reproducibility of the identifications (Heude-Berthelin et al.,
2023), with the label U (undetermined) used for all structures that could
not be identified with absolute certainty (image too blurry, missing nucleus,
doubt in follicle identity,...). To validate these rules, calibration between
two and three readers were preformed. Fifteen histological slides, with the
same sampling grid, were read multiple times until the reading error index
for each cellular structure showed a difference of less than 3%. With the
reading error index for a cell type being the ratio of the difference between
the highest and lowest quantified number for that cell type. Once the reading
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error index for each cellular structure showed a difference of less than 3%, the
reading protocol was validated (Heude-Berthelin et al., 2023) and inter-rater
reliability indexes were calculated, with the percentage agreement between
readers (McHugh, 2012), and Fleiss’s kappa (Conger, 1980; Hallgren, 2012).

After the stereology reading process, the Cellpose extension (v.0.7.0)
(Stringer et al., 2021; Pachitariu & Stringer, 2022; Cutler et al., 2022) was
used under QuPath (v4.3) for the segmentation of individual oocytes. This
generalist model is a deep learning based segmentation method that outlines
of the oocytes, overlaying them with a mask. However, with ovarian slides
from individuals of different maturity phases the follicle sizes greatly var-
ied, with mean oocyte diameters of 30µm for immature individuals to over
600µm in mean diameter in spawning individuals. Because of this, we were
compelled to implement a parameter to take into consideration the oocyte
diameter sizes limit depending on the slide, with 3 categories : small (mask
diameter of 30µm), medium (mask diameter of 100µm) and big (mask diam-
eter of 300µm).

The coordinates of the masks were cross-referenced with the coordinates
of the labeled sampling points. When the coordinates matched, a picture
(.tif) the shape of the mask was extracted and a text file with the matching
label ID was set up. In this study, 48557 labeled ROI (regions of interest)
were acquired and directly set up for training without label verification.

2.4 Unlabeled data acquisition

All remaining histological slides that were not labeled (n=244) were run
under QuPath’s Cellpose extension as described previously, with the three
size categories taken into account. Individual follicles were segmented and
191594 ROI (.tif) were extracted.

2.5 Ultralytics’ YOLOv5 on custom data

The deep learning algorithm Ultralytics’ You Only Look Once (YOLOv5)
(Redmon et al., 2016; Terven & Cordova-Esparza, 2023) was used on the
labeled training data to learn the 18 classes (Table 1). From the training
data, 88.89% (43701) ROI were used in training and 11.11% (4856) was used
for validation, for over 600 epochs on an Intel Xeon Processor W-2223 4C
(3.6 GHz). Personal computer provided 64 Go of random access memory,
and 16 GO from a NVIDIA RTX A4000.

Once the model was trained, the 191954 unlabeled ROI were analyzed,
with a confidence threshold (minimum score that the model will consider the
prediction to be a true prediction) of 0.5.
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3 Results

3.1 Reading calibration

The percentage agreements and Fleiss’ kappas for the calibration readings are
shown in Table 2. The first readings were assigned to 3 agents, with a per-
centage agreement ranging from 54.4% to 82.7% (58.3% to 83.3% for Fleiss’
kappa). For the last calibration reading, the results taken into consideration
were from the 2 agents that would be doing the stereological readings for this
study. The percentage agreements spanned from 79.7% to 95.8% (74.3% to
94.6% for Fleiss’ kappa). There was an increase in the percentage agreement
and Fleiss’ kappa for all slides that were read multiple times.

Table 2: Agreement percentages (Agree %) and Fleiss’ kappa percentage agree-
ment (Kappa (%) for the first (1-) and last (Ω-) calibration readings of the 15
slides (histological sections of megrim (Lepidorhombus whiffiagonis) ovaries), for
2 or 3 reading agents (Agents (n))

Slide n°
1-Agents

(n)
Ω-Agents

(n)
1-Agree
(%)

Ω-Agree
(%)

1-Kappa
(%)

Ω-Kappa
(%)

1 3 2 78.9 95.8 80.7 94.5
2 3 2 71.8 93.1 74.8 91.0
3 3 2 76.4 92.8 79.2 91.0
4 3 NA 70.7 NA 73.1 NA
5 3 2 82.7 92.8 83.3 89.8
6 3 2 59.9 89.0 65.8 86.0
7 3 2 54.4 79.7 58.3 74.3
8 3 2 70.4 93.6 74.6 92.0
9 3 2 80.9 95.9 82.8 94.6
10 3 2 74.0 94.1 74.5 92.2
11 3 2 73.6 94.9 75.1 93.3
12 3 2 73.5 92.2 73.7 89.4
13 3 2 72.1 86.3 74.6 82.3
14 3 2 62.7 84.5 64.7 79.1
15 3 2 71.6 95.7 74.0 94.1

3.2 Cellular homogeneity

For the 17 sampled megrim individuals, 15 different structures were quanti-
fied. Table 3 shows that the variance that best explains the model are the
individuals themselves, except for the aoB (atretic oocyte beta) and L (ly-
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sis) structures which are best explained by the position of the section within
the ovary. Small germinal cells (oogonium (og) and primary oocyte stage
1 (po1)) appeared with a lower deviance, and may have been present on
the histological, but not always quantified. The principal component anal-
ysis (PCA) allow for a visual validation of the cellular homogeneity, with
95.5% of variation explained on two axis, with Is (intercellular space) and
vtg (oocyte in vitellogenesis) as the main structures influencing the model.
Indeed, the two groups observed in Figure 1 are separated by a higher ratio
(>25%) of oocytes in vitellogenesis for the bottom most group, compared to
the top most group (<14%).
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Table 3: Results of the drop1 function (R package) for generalized linear mod-
els (GLM binomial logit link) of the histological strcutures identified throughout
the 102 ovarian cross sections of the megrim (Lepidorhombus whiffiagonis). With
Fish ID = sampled individuals (n=17), position = the position of the cross section
in the ovaries (n=6), df = degrees of freedom, deviance = the residual deviance
of the model, AIC = Akaike information criterion, P(Chi) = Chi2 p-value. With
With og: oogonium, po1: primary oocyte stage 1, po2: primary oocyte stage 2,
ldo: lipid droplet oocyte, cao: cortical alveoli oocyte, vtg: oocyte in vitelloge-
nesis, aoA: atretic oocyte alpha, aoB: atretic oocyte beta, bv: blood vessel, ct:
connective tissue, E: unnatural emptiness, U: undetermined

df deviance AIC P(Chi)
og Intercept 46.48 124.54

Fish ID 16 80.02 126.08 6.25e-03 **
position 5 59.17 127.23 0.03 *

po1 Intercept 64.45 191.90
Fish ID 16 101.76 197.21 1.89e-03 **
position 5 65.83 183.28 0.93

po2 Intercept 139.34 652.21
Fish ID 16 493.55 974.41 <2.2e-16 ***
position 5 155.32 658.18 6.91e-03 **

ldo Intercept 143.21 540.56
Fish ID 16 643.85 1009.20 <2.2e-16 ***
position 5 163.19 550.54 1.26e-03 **

cao Intercept 100.40 634.90
Fish ID 16 3372.60 3875.10 <2e-16 ***
position 5 105.70 630.10 0.38

vtg Intercept 177.40 602.70
Fish ID 16 11909.60 12302.90 <2e-16 ***
position 5 218.00 633.30 1.12e-07 ***

aoA Intercept 64.27 197.38
Fish ID 16 496.97 598.09 <2.2e-16 ***
position 5 83.39 206.51 1.82e-03 **

aoB Intercept 0.00 46.61
Fish ID 16 11.18 25.79 0.79
position 5 7.16 43.77 0.21

bv Intercept 65.29 427.76
Fish ID 16 223.03 553.50 <2.2e-16 ***
position 5 112.81 465.27 4.47e-09 ***

ct Intercept 225.53 791.24
Fish ID 16 639.59 1173.30 <2.2e-16 ***
position 5 263.69 819.40 3.51e-07 ***

E Intercept 1445.20 1813.70
Fish ID 16 2260.90 2597.40 <2.2e-16 ***
position 5 1571.50 1930.00 <2.2e-16 ***

gw Intercept 309.32 914.81
Fish ID 16 1338.74 1912.22 <2.2e-16 ***
position 5 329.91 925.39 9.69e-04 ***

Is Intercept 485.99 1177.50
Fish ID 16 797.41 1457.00 <2.2e-16 ***
position 5 595.58 1277.10 <2.2e-16 ***

L Intercept 13.32 70.54
Fish ID 16 33.61 58.82 0.21
position 5 24.55 71.77 0.04 *

U Intercept 236.62 855.96
Fish ID 16 1778.14 2365.47 <2.2e-16 ***
position 5 247.20 856.53 0.06
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Figure 1: Principal component analysis (PCA) of the cellular structures quanti-
fied in 3 histological slides of different positions (anterior, median and posterior)
for both ovaries (ventral and dorsal), for 17 megrim (Lepidorhombus whiffiagonis).
With og: oogonium, po1: primary oocyte stage 1, po2: primary oocyte stage 2,
ldo: lipid droplet oocyte, cao: cortical alveoli oocyte, vtg: oocyte in vitelloge-
nesis, aoA: atretic oocyte alpha, aoB: atretic oocyte beta, bv: blood vessel, ct:
connective tissue, E: unnatural emptiness, U: undetermined

3.3 Validation

The model was trained for 600 epoch, with the labeled dataset (Figure 2).
When comparing precision against recall curve for the best model for all
classes, the mean average precision (mAP) is of 67.8% for a confidence thresh-
old at 0.5. The compromise between the recall value and a high precision
assures that the risk of false positives are lowered. The precision (accuracy %
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of the model’s correct positive predictions) was of 67.4%. The recall (portion
% of correctly identified positive cases) has a value of 66.4%. However, past
340 epoch, the precision greatly decreases (from 84% to 66%).

Figure 2: Trained model values for the precision (%), recall (%) and mean average
precision (mAP) at different epoch (0 to 600), with a confidence threshold of 0.5
(mAP 0.5) and averaged over the Intersection Over Union (IOU) thresholds from
0.5 to 0.95 (mAP 0.5:0.95)

When taking into account both Figure 3 and Figure 4, there is a clear
correlation between low instances and low prediction values for true positives.
This gives a good insight on the structures that were under represented in
the labeled dataset used for training (og, po1, ho, POF, aoA, aoB, L, bv,
E).
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Figure 3: Number of instances found by the model for each cellular structure,
with og: oogonium, po1: primary oocyte stage 1, po2: primary oocyte stage 2,
ldo: lipid droplet oocyte, cao: cortical alveoli oocyte, vtg: oocyte in vitellogene-
sis, oih: oocyte in hydration, ho: hydrated oocyte, POF: Post-Ovulatory Follicle,
aoA: atretic oocyte alpha, aoB: atretic oocyte beta, L: lysis, gw: gonadal wall,
ct: connective tissue, bv: blood vessels, Is: intercellular space, U: undetermined,
E: unnatural emptiness
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Figure 4: Confusion matrix of the predicted structures found by the model with
the labeled dataset and the true positives, with og: oogonium, po1: primary
oocyte stage 1, po2: primary oocyte stage 2, ldo: lipid droplet oocyte, cao:
cortical alveoli oocyte, vtg: oocyte in vitellogenesis, oih: oocyte in hydration, ho:
hydrated oocyte, POF: Post-Ovulatory Follicle, aoA: atretic oocyte alpha, aoB:
atretic oocyte beta, L: lysis, gw: gonadal wall, ct: connective tissue, bv: blood
vessels, Is: intercellular space, U: undetermined, E: unnatural emptiness

3.4 Estimating sexual maturity phases

When using the model to identify the 191954 unlabeled ROI, 149006 (77.6%)
were classified into a 15 different categories, with og, aoB and L never
identified. The time frame for one ROI analysis was of 51 milliseconds. The
cellular structures quantified for 176 individuals were used to classify these
individuals into a maturity phase. In Table 4, the confusion matrix shows
that 76.7% of individuals were classified into the correct maturity phase.
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Table 4: Confusion matrix comparing maturity phase reading results between
the automated (top row) and stereological (first column) method for 176 Lepi-

dorhombus whiffiagonis. The circled data are the number of individuals correctly
estimated trough the automatic method, with A: Immature, B: Developing, Ca:
Actively spawning, Cb: Spawning capable, D: Regression/Regeneration and E:
Omitted spawning

A B Ca Cb D

A 16 0 1 0 1

B 3 76 3 4 6

Ca 0 1 26 4 0

Cb 0 1 2 15 0

D 1 7 3 3 2

E 0 0 1 0 0

When establishing a maturity ogive (Table 5) in fisheries, the individu-
als are separated into 2 groups: those that will participate in the current
spawning season (B, Ca, Cb, D) and those that will not (A). Miss-classifying
individuals between phases B, C and D will not impact the estimations. In
this study, out of 176 total individuals, 4 sexually mature individuals were
classified into immature, and 2 immature individuals were classified as sex-
ually mature. When estimating the L50 and A50 with the maturity phases
established after the identification of the ovarian cellular structures by stere-
ology and deep learning method, the results are similar. With an A50 at
2 years of age for both methods, and an L50 of 18 cm by the stereological
method and 18.9 cm by the automated cell identification method.

Table 5: Size (L50) and age (A50) at which 50% of the population has reached
sexual maturity for the megrim (Lepidorhombus whiffiagonis). Indexes calculated
from 176 individuals with their sexual maturity phase established through the
stereological method and germline cells identification through Deep learning (DL).
With L50 stereology confidence interval [10.7:21.4] cm, A50 stereology confidence
interval [0.4:2.6] years, L50 DL confidence interval [12.3:22.3] cm, A50 DL confi-
dence interval [1.2:2.8] years

Stereology Deep learning
L50 18 cm (r2=0.41) 18.9 cm (r2=0.41)
A50 1.9 years (r2=0.42) 2.2 years (r2=0.46)

When comparing megrim individuals classified into the different maturity

14

DRAFT



phases depending on the cell identification method (Figure 5), the spawn-
ing period (January, February, March) can be identified (fish in phase C,
spawning). The model was also able to identify POF (post-ovulatory fol-
licles), distinguishing between individuals in ca (actively spawning) and Cb
(spawning capable). Before the spawning period (November and Decem-
ber), immature individuals are correctly classified into phase A. right after
the spawning period (May and June), both methods found large (≥35 cm)
immature individual.

4 Discussion

4.1 Inter-agent calibration

Calibration between both agents that did the stereological readings paved
the way to a standardized identification of the cellular structures. First of
all, the implementation of a reading protocol (Dubroca et al., 2023) during
the calibration exercises greatly limited the possibility of subjective inputs,
favoring the undetermined (U) category when there was a doubt for the
identification of the structure. Even though this lowered the number of
identified germline cells, the structures that were labeled were identified after
following a set of rules that assured they could not be identified as another
structure. This point is important for it warrants a labeled database of well
defines structures, with a trained model that will classify any questionable
structures into the U category.

Secondly, calculating the percentage agreements between the two agents
gave an indication on what biais could be present between different read-
ers. In this case, the U category allowed less experienced readers to classify
structures they had doubts on. Even if this lowered the general count of the
other identified structures, it would not impact the input of ’easy to identify’
structures into the labeled database. Moreover, the use of Prenant-Gabe’s
trichrome (Gabe, 1968) greatly helped in the identification of germline cells,
as well as highlighted core elements like oocyte nucleus, vitellus droplets or
cortical alveoli, easing the identification through colorful contrasts. Finally,
this calibration allowed for a minimization of reading differences between
readers, as well as setting up a protocol that played a key role in setting up a
database with standardized cellular structure identification criteria, limiting
future model inputs.
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4.2 Cellular homogeneity

While the cellular homogeneity was validated, atretic oocytes beta aoB and
lysis L are uncommon structures found only in certain individuals. Moreover,
oogonium (og) and primary stage oocytes (po1 ) are small sized germline
cells that were under quantified in larger ovaries (maturing oocytes). This
underlines the problem that even if these uncommon or rare structures will
by quantified, they might not be enough of these labeled structures for a
proper training in their identification.

4.3 Cell segmentation

With the megrim (lepidorhombus whiffiagonis) being an asynchronous batch
spawner (Macdonald, 2014), germinal cell sizes will vary greatly during the
spawning season, which lead to the use of 3 different mask sizes during the
segmentation process. While Cellpose managed to extract enough structures
per slides to estimate a maturty phase, there was a clear lost in oocyte detec-
tion, especially for fish that were spawning or that had just finished spawn-
ing. Indeed, after spawning big (700+µm) and small (10-40µm) oocytes were
present, whoever Cellpose showed difficulty segmenting all cells with such size
disparity. In these cases, the detection of the smaller oocytes was favored.
Though this problem was noticed only in fish that had already spawned for
the megrim, this could be problematic with other batch spawners if oocyte
cohorts show important differences in sizes at much earlier stages. If the
information searched is the most advanced germline stage to classify an in-
dividual into a maturity phase, then this method is acceptable. However, if
the objective is to quantify all oocytes to estimate a fecundity, then the seg-
mentation algorithm would have to be trained to detect these oocytes with
important size differences. Softwares that segment and classifies cells exist
(Pintor et al., 2016; Mbaidin et al., 2021), and even estimate fecundity, but
they also show limits when oocyte size differences are too great and would
also require to be trained on species specific datasets.

4.4 Model training

The overall detection results of the YOLOv5 (Figure 2) model show an initial
rapid increase in precision, recall and mAP. As the number of epochs increase
the precision, recall and mAP curves tend to stabilize around 150 epochs.
The model is over-trained and should be lowered to 340 epoch, but should
also be trained on more ROI of underrepresented structures. To further im-
prove the the training dataset, labeled ROI should be reviewed for mislabels,
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and small structures (og and po1), difficult to differentiate structures (POF
and ct), and hard to identify structures (aoA, aoB and L) should have more
labeled ROI added to the trained model. In addition, individuals that have
not spawned and show a high amount of atretic oocytes (aoA>50%) are
classified under the omitted spawning (E) phase and should not be included
in maturity ogive estimations. It is thus important to accurately identify
atresia to remove omitted spawning individuals. Finally, since the segmen-
tation detects a structure and associates it the closest labeled coordinates,
the intercellular space (Is) and unnatural emptiness (E) should be removed
since they are, by definition, instances of void on the histological slide.

Finally, out of the 202 sampled megrims, 26 did not have unlabeled slides,
and were thus not analyzed by the trained model. This choice was made to
see how the model managed data it had never seen. Once the model has
been re-trained with an improved dataset, the slides of these 26 individuals
could be analyzed as unlabeled and the results used to estimate an A50 and
L50 with a higher sampling pool.

4.5 Maturity phase estimations

After the spawning period, during the regressing/regeneration (D) phase,
the ovary undergoes important metabolic and physiological activity (ICES,
2014), which may lead to a difficulty in identifying the right structures to
classify the individual into the right maturity phase. This issue must be
taken into account when estimating the sexual maturity phase of a species,
regardless of the method used (histology, stereology, macroscopic,..). Sexual
maturity determination should be avoided outside of the species’ spawning
period.

5 Conclusion

Histology is the most accurate mean to determine sexual maturity, a valuable
data in fisheries management. However this method requires time, resources
and knowledge on cellular structure identification. The first appeal in au-
tomating germline cell identification is the possible time save, over using the
histological or stereological methods. Though a lot of labeled data is needed
to assure the high precision of the model, stereology brings forth this vast
amount data, though it must be acquired in a standardized way to ease the
training. This does take a considerable amount of work to set up, however,
this method could be carried out routinely. Even if sexual maturity is es-
tablished trough stereology just once every 3 to 5 years for commercially
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important species. This would at least refresh maturity ogive datas that,
for most species, have not been updated for the past few years. Moreover,
using the same model ensures consistent quality of cell identification, and if
a better model is trained, then it could be used on the digitized slides to
correct already existing reading.

When taking into account all the possible improvements previously stated,
and the fact that this first model has proven itself quite robust with the esti-
mation of a similar A50 and a L50 with less than 1 cm difference, we believe
that this approach will be of great value in fisheries management.

6 Supplementary materials

All macroscopic ovarian pictures, scanned histological slides, stereology read-
ing results and sampling data are available on the Zenodo data repository
(Sauger et al., 2023). For an access to the model and training data, contact
the authors.
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Sauzède, R., Sokolova, M., Uusitalo, L., Watson, J. T., Welch, H., Beltran-
Perez, O., Chaffron, S., Greenberg, D. S., Kühn, B., Kiko, R., Lo, M.,
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Chapitre 4. Identification automatique de structures cellulaires par apprentissage
supervisé

5 Bilan

De plus en plus d’outils en apprentissage automatique sont mis en accès libre et à

disposition de la communauté scientifique, mais l’utilisation de l’apprentissage supervisé

sur des lames histologiques d’ovaires pour la détermination de la phase de maturité d’es-

pèces commerciales en halieutique n’était pas encore développée. Seuls quelques logiciels

généralistes (Mbaidin et al., 2021 ; Pintor et al., 2016) étaient disponibles et aucune

méthodologie n’a été trouvée dans la littérature. La méthodologie présentée dans ce Cha-

pitre 4 utilise des outils généralistes reconnus dans le domaine de la segmentation et la

reconnaissance d’images, et nous avons pu montrer que leur utilisation est pertinente pour

la question scientifique que nous nous étions posées, ce en utilisant les informations issues

d’une approche stéréologique classique.

Cellpose, un modèle d’apprentissage supervisé pré-entraîné spécialisé dans la détection

et la segmentation des cellules, a permis la mise en place d’une base d’images annotées

grâce au travail préalable de stéréologie. Il faut cependant noter que même si la plupart

des cellules ont été segmentées, le modèle perd en performance quand les diamètres des

cellules présentent de trop grand écarts.

Sous YOLOv5, un algorithme en apprentissage supervisé de reconnaissance d’images,

la base d’images annotées a rendu possible l’entraînement d’un modèle pour l’identification

des différentes structures retrouvées dans les ovaires de la cardine franche (L. whiffiagonis).

Même s’il est possible d’améliorer le modèle, le calcul d’indices de valeurs semblables à

celles obtenues suite aux lectures manuelles par la stéréologie montre la pertinence et

la validité de cette approche. Avec une L50 de 18.0 cm et 18.9 cm pour la méthode

stéréologique et en apprentissage supervisé, respectivement, ainsi qu’un A50 de deux ans

pour ces deux méthodes.

Cette méthode, certes longue à mettre en place, garantit donc une reproductibilité des

lectures d’une lame à l’autre. C’est un outil pertinent dans la mise en place d’un suivi des

phases de maturité par l’histologie quantitative, en routine et sur le long terme. Il pour-

rait être particulièrement intéressant dans le domaine de l’halieutique où de nombreuses

espèces sont suivies annuellement. Cela permettrait de réaliser un suivi de la maturité

sur plusieurs années avec une précision constante, tout en mettant à jour les informa-

tions telles que les périodes du frai, les ogives de maturité ou encore les longueurs/âges

à première maturité. Enfin, la méthodologie développée ici permet d’atténuer drastique-

ment les temps nécessaires aux déploiements d’une approche stéréologique pour quantifier

objectivement la maturité sexuelle.
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5. Bilan

Figure 4.3 – Schéma de synthèse de la méthodologie proposée pour l’identification au-
tomatique des structures ovariennes chez les téléostéens
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Conclusion et perspectives

Ce travail avait pour objectif principal de déterminer des critères objectifs permettant

d’estimer la maturité sexuelle de quatre espèces de téléostéens : la plie (Pleuronectes pla-

tessa), le rouget barbet de roche (Mullus surmuletus), la cardine franche (Lepidorhombus

whiffiagonis) et la cardine à quatre taches (Lepidorhombus boscii). La collecte de para-

mètres biologiques (masse, longueur totale, maturité sexuelle et âge du poisson) ainsi que

le prélèvement, la pesée et la prise de photographies des ovaires ont permis la mise en

place et la comparaison de procédures de détermination de la phase de maturité au niveau

individuel, le calcul d’indicateurs populationnels utilisés pour la gestion des stocks (L50

et A50), ainsi que l’automatisation des lectures stéréologiques (Tableau 5.1). Les travaux

associés incluent un protocole de prise de photographies, les fiches d’aides à l’identifica-

tion de la phase de maturité par critères macroscopiques, les protocoles d’échantillonnage

en histologie et en stéréologie, ainsi que des lexiques descriptifs des cellules de la lignée

germinale femelle pour chaque espèce.

Ces travaux ont permis de mettre à jour des données biologiques pour les espèces

décrites. Ils soulignent également les incertitudes qui existent dans la détermination de la

maturité sexuelle des poissons sur la seule base de critères macroscopiques. La subjectivité

dans leur appréciation entraîne des erreurs de classements pour certaines phases. L’ap-

proche stéréologique permet quant à elle d’objectiver la détermination mais reste longue

à mettre en oeuvre et comporte également certains écueils. Son automatisation par ap-

prentissage supervisé décrit dans cette thèse réduit considérablement le temps de mise en

oeuvre et supprime les biais entre agents.

Tableau 5.1 – Tableau récapitulatif des différentes études réalisées sur 4
espèces, le rouget barbet de roche (Mullus surmuletus), la plie (Pleuronectes
platessa), la cardine franche (Lepidorhombus whiffiagonis) et la cardine à
quatre taches (Lepidorhombus boscii)

Rouget barbet
de roche

Plie
Cardine
franche

Cardine à
quatre taches

Histologie X X X X
Stéréologie X X X

Apprentissage automatique X

Au delà du calcul des paramètres d’intérêts pour ces quatre espèces, ce travail dé-

montre aussi l’importance du plan d’échantillonnage à mettre en oeuvre pour collecter les

individus supportant la détermination de la maturité. Il propose un ensemble de protocoles

normés et testés dans un cadre pluri-spécifique, qui facilitent et encadrent la détermina-

tion des phases de maturité. Par ailleurs, la précision de la stéréologie confirme que cet

outil est efficace pour assurer la détermination objective des phases, et que son couplage

à une procédure de lecture automatisée est indispensable pour une utilisation dans le

cadre d’un suivi régulier. Enfin, les procédures présentées dans ce manuscrit ont pour
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but d’être généralisées à d’autres espèces, en prenant en compte les éléments présentés

ci-dessous.

Nous avons vu qu’un échantillonnage adapté doit être réalisé pour garantir la capture

d’individus matures et immatures pour l’obtention de données permettant le calcul de la

L50 et du A50. L’échantillonnage mensuelle de 15 individus est suffisante pour la vérifica-

tion de l’homogénéité, mais cet effectif peut être adapté en fonction du nombre de classes

de taille d’individus récoltés. Un plan d’échantillonnage incluant l’ensemble des gammes

de longueur présentes dans la population, notamment pour les espèces au cycle de repro-

duction peu décrit, assure l’obtention et donc l’analyse d’individus immatures et matures.

Il s’agira en particulier de prendre en compte les individus dont les longueurs se situent à

la transition entre les états immatures et matures. De plus, dans le cas où des évènements

de ponte sont associés à des longueurs différentes, cet élément devra permettre d’identifier

plus précisément la période de ponte.

Pour une première analyse d’une espèce, un suivi annuel permet d’obtenir des infor-

mations nécessaires à la détermination de la maturité, telles que :

G la saison de reproduction : temps durant lequel le développement cellulaire gona-

dique est en plein essor, avec maturation des cellules de la lignée germinale (présence

de vtg chez les femelles) jusqu’à l’émission des gamètes (et la résorption des POF

chez les femelles). Pour les espèces tropicales, la saison de reproduction peut couvrir

l’ensemble de l’année.

G la période de la ponte : période durant laquelle les gamètes sont émis lors d’un

évènement de ponte unique (total spawner) ou multiple (batch spawner).

G la dynamique de l’ovogenèse : pour les espèces qui se reproduisent au moins une

fois par an, cela permet l’observation du cycle complet de l’ovogenèse et la déter-

mination du type de développement gonadique (synchrone, asynchrone ou groupe

synchrone). Le temps d’étude devra bien sûr être adapté si le développement se fait

sur une période supérieure à un an (comme par exemple pour le flétan du Groenland,

Reinhardtius hippoglossoides).

G la validation par l’histologie des critères macroscopiques d’identification des phases

de maturité.

Pour les espèces présentant des phases de maturité courtes, telle que la phase de

régression/régénération (D) chez le rouget barbet de roche qui ne dure qu’un mois, ou

pour les espèces dites total spawner qui émettent leurs ovocytes lors d’un seul évènement

de ponte, un échantillonnage mensuel peut être insuffisant. En contrepartie, si les données

de l’espèce à l’étude le permettent et que la saison de reproduction est connue, un suivi plus

court peut alors être réalisé. D’après nos résultats, initier l’échantillonnage 3 mois avant

la période de ponte assure l’obtention d’individus femelles avec des ovocytes secondaires
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(cao et en début de vitellogenèse) qui permettront de séparer les individus immatures

des individus matures. Les prélèvements pourront ensuite s’arrêter 1 mois après la fin de

la ponte. Il est à noter qu’un échantillonnage sur un temps plus court doit comporter

l’acquisition d’un nombre suffisant d’individus (de longueurs et d’âges variés de surcroît)

pour supporter l’estimation de métriques au niveau de la population telles que la L50 et

l’A50. De plus, si l’étude vise aussi les mâles, il faut prendre en compte le fait que leur

cycle de reproduction peut débuter et ou se terminer en décalage par rapport à celui des

femelles.

Dans le cadre d’études d’espèces soumises à une longueur minimale de capture, les

prélèvements lors de campagnes scientifiques permettent l’accès aux individus en dessous

de ces longueurs minimales. Si les campagnes halieutiques n’opèrent pas sur les zones

d’études lors de la période d’échantillonnage prévue, l’échantillonnage devra s’appuyer

sur un approvisionnement en individus issus des captures commerciales.

Le travail présenté au travers de ces pages peut être encore amélioré. Par exemple,

l’analyse du développement cellulaire pourrait prendre en compte les longueurs des indi-

vidus, et non leurs phases de maturité, ce, afin de vérifier si des différences sont observées

entre groupes de tailles (période de ponte ou ratios des types cellulaires à une même pé-

riode). Il serait aussi possible d’explorer davantage de critères macroscopiques, autre que

l’IGS et les âges/longueurs, sur les individus récoltés lors des saisons de reproduction pour

les relier aux phases de maturité. Enfin, il est à noter que les lames histologiques acquises

pour Lepidorhombus boscii n’ont pas été traitées. Malgré le faible nombre échantillonné,

il serait possible de les analyser par stéréologie pour vérifier l’homogénéité cellulaire et

classer les individus dans une phase de maturité. Si les effectifs d’individus immatures et

matures sont suffisants, une première estimation d’une longueur et d’un âge à première

maturité pourra être calculé. Ces données seront dans tous les cas mises à disposition sur

la plateforme de partage de données Zenodo.

Dans le cadre de l’étude utilisant l’apprentissage supervisé, une suite possible de ces

travaux devrait inclure l’amélioration de la base de données d’apprentissage en ajoutant les

structures sous-représentées pour parfaire les entraînements du modèle de segmentation

(prise en compte des écarts de diamètres des ovocytes) et du modèle de classement des

structures cellulaires. La méthodologie présentée pourra être ainsi appliquée aux autres

espèces suivies dans ce travail (M. surmuletus et P. platessa), afin de tester l’algorithme

sur des ovaires présentant des schémas organisationnels différents, dans le but d’évaluer

la possibilité de généraliser cette approche à d’autres espèces.

À plus long terme, les travaux initiés par le projet MATurité Objective des poissons

par l’histologie quantitative (MATO) ont pour objectif de proposer des outils et procédures

de suivi dans le domaine de l’halieutique pluri-spécifique. La prise de la donnée relative à
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la maturité est le plus souvent délaissée pour l’âge, avec des ogives de maturité présentées

en fonction de l’âge des individus. Or, de nombreuses mesures de gestion de la pêche

portent sur la longueur pour la majorité des espèces. Renseigner la maturité devrait non

seulement être une priorité dans les plans d’échantillonnages, mais devrait aussi bénéficier

d’amélioration dans les techniques et outils pour assurer des mesures de maturité les plus

fiables possibles.

Parmi les méthodes utilisées pour déterminer la phase de maturité d’un individu, la

méthode la plus commune en halieutique est l’estimation visuelle à partir de paramètres

macroscopiques. Elle permet l’analyse à coût réduit d’un grand nombre d’individus lors

des campagnes en mer ou de l’échantillonnage sur les captures commerciales, cadre dans

lequel plusieurs centaines de kilos de poisson peuvent être traités quotidiennement, in-

cluant la prise de paramètres biologiques par espèce. Les fiches d’aides à l’identification

de ces critères (validées préalablement par l’histologie) avec des photographies de bonne

qualité et des échelles simplifiées et claires constituent un support essentiel pour réduire

les erreurs de détermination. Pour le calcul des ogives de maturité, il est à noter que la

seule information requise, relative à la maturité, est la possibilité des individus à parti-

ciper ou non à la saison de reproduction en cours. Dans ce cadre, il serait donc possible

de simplifier les critères en constituant seulement deux classes (mature et immature). En-

fin, il est à noter que le développement de la gonade est continu et l’identification d’une

phase de maturité pour un individu en transition entre deux phases comportera toujours

une part d’incertitude. L’utilisation de l’histologie dans ce cadre permet de lever cette

incertitude.

L’histologie quantitative, ou stéréologie, apporte non seulement un ensemble de don-

nées qui améliore les connaissances du développement gonadique des espèces, mais ren-

seigne aussi l’effort de reproduction. Une étude en stéréologie sur quelques espèces, tous

les 3 à 5 ans, en parallèle du suivi macroscopique, permettrait une mise à jour des ogives

de maturité basée sur des critères plus objectifs que les critères macroscopiques. L’étude

stéréologique pourra être couplée à l’Intelligence Artificielle, avec la mise en place d’un

modèle d’identification automatisée des types cellulaires, afin d’accélérer le processus de

lecture, d’alléger le travail d’analyse des données et d’assurer sa reproductibilité. Les ou-

tils et algorithmes de machine learning sont de plus en plus accessibles et adaptés pour

entraîner les modèles sur des bases de données dédiées. En travaillant sur la phase d’entraî-

nement, il devrait être possible de développer des modèles de plus en plus performants et

adaptés à un grand nombre d’espèces. Au-delà de l’estimation de la maturité individuelle,

cette approche devrait permettre d’établir en routine des estimations de la fécondité indi-

viduelle, et donc de renseigner plus précisément le devenir reproductif d’un stock soumis

à une pression de pêche.
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L’ensemble des travaux présentés dans cette thèse participent à l’estimation fiable de

la maturité sexuelle individuelle, dans un cadre halieutique. Cette fiabilité est essentielle

pour appréhender les mécanismes en jeu dans l’exploitation des ressources naturelles et

assurer sa durabilité, mais aussi pour alimenter les observations visant à mieux comprendre

la théorie des traits d’histoire de vie et leurs influences sur la dynamique des populations

marines. La généralisation de l’approche déployée ici est possible grâce à l’ensemble des

procédures, des documents et des travaux publiés. D’une manière fortuite, ce manuscrit

répond aussi parfaitement aux besoins européens actuels en halieutique dans le domaine

de l’estimation de la maturité : la feuille de route 2024 - 2026 du groupe de travail du

CIEM dédié à ces questions (WGBIOP, écriture en cours d’élaboration, Dubroca, com.

pers.) contient l’ensemble des éléments développés ici.
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Autres activités en lien avec la
formation doctorale, l’enseignement,
la vulgarisation, la diffusion des
résultats auprès des organisations
professionnelles

Comités de Thèse

Trois comités de thèse ont eu lieu pendant la thèse, réunissant les acteurs du projet

et en particulier des différents partenaires du projet MATO financé par France Fillière

Pêche (FFP)

Décembre 2020 Définition des attendus pour la communication avec les professionnels

de la pêche :

G Favoriser les supports numériques

G Favoriser les fiches synthétiques

G Vulgariser l’information et toujours définir/redéfinir les termes scientifiques

G Mettre en place un site qui centralise toutes les informations/publications/résultats

du projet

G Mettre en place des vidéos courtes montrant la méthodologie utilisée, expliquer le

rôle de la maturité dans la gestion des stocks, répondre à 5 questions sur le projet

MATO.

Janvier 2021 Présentation des méthodologies et des données acquises. Mise en place

d’un Blog pour que les partenaires suivent les avancées https://fishmaturity.wordpress.

com/
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Autres activités en lien avec la formation doctorale, l’enseignement, la vulgarisation, la
diffusion des résultats auprès des organisations professionnelles

Janvier 2022 Présentation des résultats pour les quatre espèces du projet (Mullus

surmuletus, Lepidorhombus whiffiagonis, Lepidorhombus boscii et Micromesistus poutas-

sou).

Participations à des colloques et congrés - présentations

Septembre 2021 World Fisheries Congress 2021 (Adelaide en visio-conférence). Pré-

sentation orale : « Turning a time consuming process into a few coded lines : How deep

learning can shorten histology slide readings for maturity staging » https://youtu.be/

f_f7Az43_O4?si=u4B9qAY1aNZtLc88.

Novembre 2021 EVOLECO (La Rochelle en présentiel). Présentation orale : « Séries

historiques des traits d’histoire de vie des populations halieutiques : un exemple utilisant

la maturité sexuelle d’une espèce de rouget dans les zones de pêche française ».

Juillet 2022 Colloque de l’Association Français de l’Halieutique (Brest en présentiel).

Mise en place et co-animation d’un Atelier sur la maturité sexuelle des poissons par

l’histologie quantitative.

Septembre 2022 Workshop Imaginecology 2 (Lyon en présentiel). Participation au

workshop sur l’analyse d’image et application de modèles en Machine learning en écologie,

présidé par V. Miele.

Octobre 2022 Journées Manche-Mer du Nord (Cherbourg en présentiel). Présentation

orale des résultats sur les lectures des lames de rougets barbet de roche aux collègues de

l’Ifremer en Manche Mer du Nord.

Octobre 2023 3ème Congrès des Sciences Aquatiques (Saint Pierre et Miquelon en pré-

sentiel). Présentation orale : « L’histologie, la stéréologie et l’intelligence artificielle : une

histoire de maturité ». Co-chair pour la session Biodiversité Aquatique.

Implications dans le CIEM

Octobre 2020 Participation au Working Group on BIOlogical Parameters (WGBIOP)

2020 du Conseil International pour l’Exploration de la Mer (CIEM). Échange sur la dé-

termination de la maturité chez la plie (Pleuronectes platessa) effectué sous SmartDots

(SmartDots Maturity Manual.pdf) et dont les images utilisées provenaient en partie de la

base de données déposée sur Zenodo par Sauger et al. (2020).
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Autres activités en lien avec la formation doctorale, l’enseignement, la vulgarisation, la
diffusion des résultats auprès des organisations professionnelles

Octobre 2021 Campagne de promotion des Early Career Scientists : Publication par

le Conseil International pour l’Exploration de la Mer (CIEM) d’une vidéo présentant mes

travaux. https://youtu.be/MsTllkl3Rbo.

Septembre 2023 Annual Science Conference du CIEM (Bilbao en présentiel). Pré-

sentation orale : « Maturity and Stereology, relationship status : It’s complicated »

https://youtu.be/pA6FnSFaqnM

Co-encadrements

Figure 6.4 – Extraction d’ovaires de
Mullus surmuletus

Septembre 2021 Co-encadrement de 1 an,

avec L. Dubroca, de A. Le Meleder, techni-

cienne en contrat à durée déterminée sur le

thème de la maturité.

Février 2022 Co-encadrement de 5 mois,

avec L. Dubroca, de V. Martin. Stage de Mas-

ter 2 - projet ACOST « Comparaison des mé-

thodes de détermination de la maturité sexuelle

- Étude des liens entre l’environnement, l’ex-

ploitation et la maturité sexuelle du rouget bar-

bet de roche femelle (Mullus surmuletus Lin-

naeus, 1758) ».

Mars 2023 Co-encadrement de 7 mois, avec

L. Dubroca, de A. Le Meleder, technicienne en contrat à durée déterminée sur le thème

de la maturité.

Parlons Maturité à l’Ifremer

Mars 2021 Demande d’une mise aux normes de la nouvelle nomenclature (ABCDEF)

pour les clés de maturité utilisées en campagnes, avec priorité pour les campagnes en

Atlantique. Demande d’information sur la nouvelle nomenclature avec présentation de

l’échelle WKSMSF aux chefs de campagnes. Des référents pour la maturité doivent être

choisis dans les différents sites Ifremer, aussi bien pour les prélèvements en mer (cam-

pagnes) que sur terre (paramètres biologiques > SIH).

Septembre 2021 Présentation et explication de l’échelle CIEM (2018) pour le pro-

jet ACquisition de COnnaissances sur les paramètres BIologiques des ressources marines
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Autres activités en lien avec la formation doctorale, l’enseignement, la vulgarisation, la
diffusion des résultats auprès des organisations professionnelles

exploitées en Outre-Mer (Accobiom). Les correspondances entre l’échelle utilisée actuel-

lement à l’Ifremer de la Réunion (et dans les DOM/TOM) et celle du CIEM ont été

établies.

Avril 2023 Mise en place d’un laboratoire histologique à la station Ifremer de Port-

en-Bessin, sous la direction de L. Dubroca, et S. Parrad. Mise en place d’un proto-

cole d’extraction et de préparation de lames histologiques pour les gonades de diffé-

rentes espèces (Solea solea, Argyrosomus regius, Pleuronectes platessa et Mytilus edulis)

https://doi.org/10.13155/96087)

Formations doctorales - formation à l’enseignement

G Enseignements L1 - Biologie végétale et mycologie TP (51h)

G Enseignements L1 - Biologie végétale et mycologie TD (20h)

G Voix, corps et communication

G Règles et usages rédaction d’un papier scientifique

G Lecture rapide

G Formation Dynamiser ses présentations

G Intégrité scientifique, éthique et déontologie

G Médiation et présentation de sujet de thèse

G Procédure de gestion des conflits d’intérêts de l’Ifremer en lien avec

les risques d’atteinte à la probité

G Recherche bibliographique et veille

G Formation Gestes et Posture

G Qualification sécurité en laboratoire (NEO)

G Maniement extincteurs

G Doctoriales Ifremer

Miscellaneous

Juin 2023 Analyse par échographie de la gonade de 15 plies femelles et

2 plies mâles. Les gonades ont été ensuite disséquées pour la réalisation
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Autres activités en lien avec la formation doctorale, l’enseignement, la vulgarisation, la
diffusion des résultats auprès des organisations professionnelles

de lames histologiques, afin de relier les phases de maturité aux images

d’échographies.

Figure 6.5 – Échographie transversale d’ovaire de plie (Pleuronectes platessa)
avec flèche verte : ovaire ventrale ; flèche rouge : ovaire dorsale
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Avant-propos

Ce deuxième volume accompagne le manuscrit principale de la thèse intitulée : Ma-

turité objective des poissons par l’histologie quantitative. Financé par France Filière

Pêche, le projet MATO (MATurité Objective des poisons par histologie quantitative) a

financé la réalisation de cette thèse, rédigée par Carine Sauger sous la direction de Kristell

Kellner (Université de Caen Normandie, laboratoire BOREA) et Laurent Dubroca

(Ifremer, laboratoire Ressources Halieutiques de Port-en-bessin).

Les documents présentés dans ce Volume II ont été publiés dans la base d’Archive Ins-

titutionnelle de l’Ifremer (Archimer) (https://archimer.ifremer.fr/), non soumis à un

comité de lecture. Ces publications en libre accès documentent les méthodologies utilisées

lors des travaux de ce projet, afin de les rendre accessibles à la communauté scientifique

dans un soucis de transparence et de reproductibilité des résultats obtenus.

Le recueil de protocoles de traitement d’échantillons en histologie présentés ici détaille

le matériel et les méthodes utilisées lors de cette thèse dans le laboratoire BOREA

(Biologie des ORganismes et Écosystèmes Aquatiques) de l’Université de Caen, et n’est

donc pas disponible sur Archimer. En contre partie, une version adaptée aux laboratoires

halieutiques de l’Ifremer (Institut Français de Recherche pour l’Exploitation de la Mer)

sera publié dans une revue de protocoles citables et évalués par des pairs.

Les lexiques et le protocole pour les lectures en stéréologie sont complémentaires et ont

été publiées afin de rendre facile d’accès la méthodologie employée pour l’identification

des structures cellulaires. MATO ayant comme un de ces objectifs de restreindre au

maximum la subjectivité lors de la détermination de la maturité, des règles devaient être

mises en place lors des lectures stéréologiques, permettant l’accès à cette méthode à des

agents qui n’ont pas forcément une connaissance préalable en gamétogenèse. finalement,

les lexiques viennent remettre à jour les connaissances de l’ovogenèse des espèces suivies,

ainsi que décrire les structures cellulaires souvent peut ou pas détaillées dans les articles

scientifiques.

i

https://archimer.ifremer.fr/
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Publication 1

Protocole de photographies de gonades

Citation : Le Meleder, A., Sauger, C., Dubroca, L. (2022) «Fish gonads’ photo-

graphy protocol ». 11 pp. DOI : https://doi.org/10.13155/89703

Résumé : Protocole pour la prise de photos standardisées utilisées pour l’illustration

des fiches d’aide à l’identification des phases de maturité des espèces récoltées lors des

campagnes halieutiques EVHOE, CGFS et IBTS. Les versions en anglais et en français

sont disponibles dans Archimer (https://archimer.ifremer.fr/doc/00785/89703/).

Les fiches d’identification sont disponibles ici :

https://lm-anna.github.io/MaturityScaleTools/

Contribution : Encadrement pour la création, conception et rédaction du document

en français et en anglais. Mise en place de la méthodologie avec Anna Le Meleder et prise

des photos.

1
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FISH GONADS  PHOTO PROTOCOL 

The maturity phases used here is based on the ICES WKASMSF scale. 

It is recommended to take several pictures at different angles at each step of the 

photographing process to ensure at least one exploitable photo. 

Each photo must be taken with a graduated scale and an ID sheet indicating the species, the 

sex and the maturity phase of the individual (+ geographical origin if possible) 

 

Immature individuals : Individuals with milt or roe: 

Highlight the transparency of gonads with a 

metal object placed underneath 

 

 

Take a photo before opening the abdominal 

cavity 

 

For all maturity phases : 

- Open the fish  abdominal cavity with a scalpel or a knife without damaging the gonads 

- Properly clear out and separate the inner lining of the cavity, leaving the other organs 

around the gonads 

- If needed, maintain the lining with pins 

- Place the fish on a white background so as to have optimum lighting for the gonads (for 

less glint, dry the gonads with paper towel) 

- If possible, clean out blood, stomach contents and parasites 

- Take photos of both gonads in the abdominal cavity with the other organs around 

- Remove the other organs with a scalpel 

- Take photos of both gonads in the abdominal cavity without the other organs around 

- Remove both gonads from the fish with a scalpel without damaging or separating them 

- If possible, keep both gonads attached to each other, as found in the abdominal cavity 

- Still on a white background, take photos of both gonads outside the abdominal cavity 

    

 

 

   

1 - Gonads inside the abdominal 

cavity with organs + ID tag 

2 - Gonads inside the abdominal 

cavity without organs 

3 - Gonads outside the 

abdominal cavity 
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1  Context  

Many scientific campaigns to assess abundances and fish stock distributions are being 

carried out in European coastal waters to measure the ecological and economic impacts of the 

fishery resource exploitation. In the context of annual scientific campaigns, maturity data 

acquisition is carried out for species of commercial interests. This data collection is partially 

undertaken during scientific prospecting missions and relies mostly on a visual estimation of 

sexual maturity (Coppin et al., 2019; Le Roy et al., 2020). A multitude of maturity scales and 

protocols have been established for maturity staging, leading to an overabundance of scales and 

staging methods that differ from country to institutions to species. The scale established in 2012 

by the International Council for the Exploration of the Sea (ICES) during a Workshop named 

« Workshop for maturity staging chairs » is one of them. This maturity scale has been created with 

the idea of  being a universal scale, regardless of the species or sex of the individual, while 

respecting the species  biology and reproductive cycle (WKASMSF) (ICES, 2012, 2018, 2020). It is 

divided in 6 phases, with 3 of these categories with 2 possible subphases to take into consideration 

for batch spawners and species with long spawning cycles. Moreover, a visual estimation of the 

sexual maturity through the observation of the gonads with the naked eye is the simplest method. 

This universal scale is, therefore, the most used scale by IFREMER (Coppin et al., 2019; Le Roy et 

al., 2020).  

In order to help with the identification of maturity phases, a tool was provided: the 

maturity identification guide (Garren & Le Roy, 2021). This guide based on the ICES 2018 maturity 

scale is a compilation of files with simple commentary and photos, describing the different aspects 

of males and females gonads for different species. A total of 13 species/family of bony fish are 

represented: anchovy, sea bass, monkfish, sea bream, Gadidae sp., red gurnard, herring, 

mackerel, hake, flat fish, red mullet, sprat and sardine. These summary sheets allow visual 

identification of maturity phases while on board. The creation of this guide stemmed from 

François GARREN and Didier LE ROY and their experience on data gathering during scientific 

campaigns and the use of ICES scales. Their goal was to provide a simple and reliable tool to help 

with maturity identification. It is for now, the only tool available, and shows some imperfections. 

In fact, many phases either do not have photos to represent them or are of low quality, which 

does not convey a realistic representation of the gonads  visual aspects. Therefore, it has been 

requested to improve these sheets with simple commentary and new photos, for a more faithful 

representation of the reality out on the field. This request falls within the project for the 

harmonisation of maturity data acquisition methods for bony fish of commercial interest.  
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From this context, this protocol has been created with the purpose of acquiring as many 

photos as possible, for different types of maturity phases of each sex and species from French 

fisheries, and to set up colour chart to help with the visual colour identification of gonads. This 

protocol was established during the scientific campaigns CGFS, EVHOE and IBTS of 2021 and 2022, 

and ACCOBIOM in the Caribbean islands, and details the photography method used for fish 

gonads, as well as the collected data usage (Lazard et al., 2022; Le Roy et al., 2021). It is important 

to clarify that the photos are taken depending on the species available at every trawl hauls and 

the needs of the campaigns. Photos are taken for each species, each sex and each maturity phases. 
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2 - Protocol 

2.1 Equipment list 

The equipment listed below must be prepared bef e e e  fi h g nad  h g a h  Thi  

list is not exhaustive but aims to standardize the content of the photos included in a database. 

- White background, polystyrene plate type, 

- Camera (no specific model) with charger, 

- Millimeter ruler, preferably longer than the sample, 

- Identification paper (ID tag), 

- Dissection equipment ci  cal el  cal el blade  knife  

- Safety pins, 

- Absorbent paper. 

During scientific campains, it is also important to think about keeping the photos that have 

been taken every day and saving them on a hard disk or an SD card. 

2.2 Photography 

In order to get the best gonad representation possible, with the best angle of view, it is 

recommended to take several pictures. For that, three different types of shots were taken:  

- Photos of the gonads in the cavity with the other organs 

- Photos of the gonads in the cavity without the other organs 

- Photos of the gonads outside of the cavity 

Prior preparation of the camera and the picture area is strongly recommended, to take into 

acc n  he a ea  ligh ing and a id glin  f m e e e  Photos must be taken with white 

or black background to contrast with the fish and its gonads that may be translucid. A ruler is used 

for scale, and it is recommended to indicate the individual  species, sex and maturity phase on a 

little piece of paper (ID tag) (Figure 1 and 2). The area and date of sampling may also be noted.  

 

 

 

 

Figure 1. Fish gonads' photoshoot workbench: 1) White background, 2) ID tag, 3) ruler. 
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Figure 2. A) Main details to indicate in the ID tag; B) ID tag example. 

Gonads are located inside the abdominal cavity, making it necessary to open it. The location 

within the cavity differs between round fish and flat fish. In both cases, it is recommended to start 

opening with small scissors or a scalpel through the uro-genital opening. This opening is located 

on the ventral part of fish, which is underneath rounded fish and on the left/right side of flat fish 

(Figure 3). The goal is to open the abdominal part and reveal the abdominal cavity and the 

different organs within. It is crucial to be cautious while opening at every step of the protocol in 

which gonads are involved, to avoid cutting through them or ripping them out. 

 

Figure 3. Abdominal cavity opening section for A) flat fish and B) round fish (red arrows) starting from the uro-

genital opening (yellow circle). 

In order to take the two first types of photos, it is important to wide open the cavity, clearing 

off the extra flesh to the sides and pinning them backwards to give a clear sight of the gonads, 

with the best lighting (Figure 6a and b). To do that, it is possible to use pins and cut out the extra 

flesh with the scalpel to clear off the sides as much as possible (Figure 4 and 5). 
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Figure 4. Examples f fi h  abd mi al ca i  e  i h afe  i  ed ci cle  

 

 

 

 

Figure 5. Possible addi i al che  ed a ea   hel  he e i g f he fi h  abd mi al ca i  

For the second type of photo, the other organs are either pushed aside or cut out from the 

cavity, depending on the species or the size of the gonads (Figure 6b). It is also recommended to 

remove the lining that attaches the gonads to the inner cavity and other organs. Finally, blood or 

stomach contents that could be in the cavity must be cleaned out. The photo can be taken when 

the gonads are cleared from the other organs but still within the abdominal cavity. 

For the final picture, the gonads must be taken out of the cavity (Figure 6c). For that, the lining 

attaching the gonads to the inner cavity must be completely removed with a knife or a scalpel. It 

is recommended to keep both gonads attached to each other, as originally found in the cavity. 

 

Figure 6. The 3 types of photography: a) gonads inside the fish with other organs; b) gonads inside the fish without 

organs; c) gonads outside the fish 

When taking the picture of an A individual, it can be interesting to highlight the transparency 

of the gonad by putting the tip of a knife blade, or any other coloured equipment, underneath it 

(Figure 7a). In the same way, if it is a phase C individual (spawning), it can be useful to show the 
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fl en  c i e ia (Figure 7b). For female gonads, cutting open the gonad is also a good way to show 

on the photos that there are non-hydrated or hydrated eggs (Figure 7c). 

 

Figure 7. Different types of particular case photography: a) with knife blade; b) individuals with milt; c) open gonads 

2.3 Data usage 

A database with photos taken for this protocol, as well as an Excel file gathering all the details 

about those photos, have been established in order to complete and improve the maturity 

identification tool for fish of commercial interest. In the database, photos are sorted and 

categorized in folders depending on the species, the sex and the maturity phase of the individuals. 

Moreover, species are identify by their scientific names. Here is the path to each photos in the 

database : 

 The h  in he da aba e m  be in j g  f ma  N  ecific dimen i n i  e i ed  

This database can be found in the website ZENODO. 

All the information regarding the individuals in the photos of the database are gathered in the 

E cel file h ma  in he ALL  hee  (Figure 8). Here are the details listed in the table for 

each photo:  

- Name   Name f he h  

- Type   T e f he h  (INT = inside without organs, INT ORG = inside with organs, 

EXT = outside, EXT OUV = outside and open, FLUANT = fluent) ; 

- sppeng   Ve nac la  name f he ecie   ecie  g  

- Species   Scien ific name f he ecie   ecie  g  

- Sex   Se  f the fish; 

- phase ID   Ma i  ha e WKASMSF  

- Link   Link  he h  

- spplatTRUE   Scien ific name f he ecie   

Photo_MATURITE > Species scientific name > Sex > Maturity phase 

Example : Photo_MATURITE > Dicentrarchus labrax > M > A 
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- sppengTRUE   Ve nac la  name f he ecie  

- Date   Da e he h  a  ed  

- Campaign   Cam aign d ing hich he h  as taken; 

- Area   Ge g a hical a ea ICES  n  ha  c e nd  he cam aign  

- Commentary   C mmen a  ab  he h  

 

I  i  im an   n e ha  f  he S ecie  da a  fe  ecie  a e ca eg i ed b  g  Th e 

groups correspond to those used with the maturity identification guide and are associated to 

specific species (Table 1). Therefore, the real scientific and vernacular name of the species are 

indica ed in he engTRUE  and la TRUE  c l mn  

Table 1. List of species group with their corresponding species name for species from European coastal waters 

Group 
Corresponding 

species 

Solea solea Sole 

Scophthlamus sp. 
Brill 

Turbot 

Lophius sp. 
Anglefish (L. piscatorius) 

Anglefish (L. budegassa) 

Flat fish sp. EVERY other flat fish 

Gadidae sp. EVERY gadidae 

 

For each photo, all the details must be indicated, except for the link to the photo, which 

is automaticly generated with the following formula (n = line number) (Figure 8): 

 

=LIEN_HYPERTEXTE(« (Your path to the 

database)\Photo_MATURITE\« &Hn& »\« &En& »\« &Fn& »\« &An& ».JPG ») 
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Figure 8. Details for each photo that must be reported (except the link in red) in the Excel file. 
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Publication 2

Protocole d’histologie

Citation : Sauger, C., Parrad, S., Dubroca, L., Kellner, K., Villain-Naud, N.

(2023) «Protocoles pour l’étude histologique de gonades de poissons marins». 36 pp.

Résumé : Recueil de protocoles utilisés lors de cette thèse pour la conception de lames

histologiques ovariennes de poissons marins lors de cette thèse. Les étapes présentes vont

de la dissection de l’individu frais au stockage des échantillons, en passant par la fixa-

tion, la déshydratation, la mise sous paraffine, la coupe au microtome, la coloration et

le montage entre lames et lamelles. Une version française adaptée aux protocoles utilisés

au laboratoire halieutique d’Ifremer de Port-en-Bessin a été publiée dans Archimer

(https://archimer.ifremer.fr/doc/00849/96087/104163.pdf).

Contribution : Création, conception et rédaction du document français avec prise

des photos. Correction linguistique pour la version anglaise.
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  Protocoles Histologie Poissons Marins 

1. Contexte 

 

Ce recueil de protocoles a été mis en place dans le cadre du projet MATO (MATurité 
Objective des poisons par histologie quantitative), et dans le cadre de la thèse de Carine Sauger. 
MATO a pour but d am liorer la d termination de la maturité sexuelle chez certaines espèces en 
utilisant l histologie coupl  à la st r ologie.  
 Ce présent document (version 1.0 de janvier 2023) recueille les protocoles utilisés pour 
l tude de gonades femelles de poissons marins et aux diff rentes structures cellulaires retrouv es 
dans les ovaires pour les espèces suivantes : la plie (Pleuronectes platessa), la cardine franche 
(Lepidorhombus whiffiagonis), la cardine quatre tâches (Lepidorhombus boscii), le rouget barbet 
de roche (Mullus surmuletus) et le merlan bleu (Micromesistius poutassou). 

 Les protocoles présents détaillent les méthodes utilisées, de la r colte de l chantillon frais 
jusqu au montage de la lame histologique et sa coloration, en passant par l inclusion dans la 
paraffine.  

Pour la méthode détaillée de la lecture des lames via la stéréologie, référez-vous à 
Stereology reading protocol  (Dubroca et al., 2022). Pour les descriptions détaillées des cellules 

de la lign e germinale d une des esp ces cit es ci-dessous, référez-vous à leurs lexiques.  

 

Nous remercions le laboratoire BOREA de l Université de Caen Normandie pour les protocoles 
présentés ci-dessous. 

 

  

Retour Sommaire 
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  Protocoles Histologie Poissons Marins 

2. Échantillonnage et fixation 

 

Liste du matériel : 

- Kit de dissection (Scalpel, sonde cannelée, ciseau, pince fine) 

- Appareil photo 

- Planche de dissection 

- Règle graduée en centimètres 

- Couteau 

- Cassettes d inclusion (histocassettes) 

- Crayon de papier 

- Feutre fin 

- Pochettes/Eppendorf pour les otolithes 

- Balance de précision (à 0.01g) 

- Balance (max 5Kg, précision 1g) 

- Boite de pétri (pour peser les gonades) 

- Étiquette d identification pour les histocassettes (Annexe 1) 

- Étiquette d identification du poisson 

- Feuille de prise de données (Annexe 2) 

- Réfrigérateur (4-1°C) 

- Sorbonne 

- Flacon plastique de prélèvement avec opercule (2L) 

- Éprouvette graduée (1000ml) 

- Poubelle produits liquides chimiques 

- Poubelle déchets laboratoire (aiguilles et lames) 

- Poubelles déchets chimiques 

- Papier absorbant 

- Gants en Nitrile 
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Liste des produits :  
- Fixateur de Davidson (Annexe 4) 

o Les échantillons doivent être complètement submergés.  

o Ne pas dépasser les 1.8L par flacon de prélèvement (évite les déversements 
accidentels lors de la manipulation) 

o Les flacons doivent être correctement identifiés (date, nom du projet, espèces, 
produit)  

 Le fixateur de Davidson étant une substance dangereuse (classification H315, H319, 
H317, H341 et H350 selon le règlement CE n°1272/2008), sa manipulation doit se faire 
sous sorbonne avec des gants en Nitrile et les protections adaptées (blouse, lunettes de 
protection, chaussures ferm es, ) 
 Éviter l inhalation de produits toxiques (Davidson & butanol) 
 Les flacons doivent être rangés dans un endroit adapté : NE PAS LES STOCKER 
DANS UN FRIGO AVEC DES PRODUITS DESTINÉS À LA CONSOMMATION 

Retour Sommaire 
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2.1. Paramètres macroscopiques à récolter 
Les données à récolter dans l Annexe 2 sont les suivantes :  

- ID Poisson (IFREMER : ID Otolithe) 
- Nom espèce (IFREMER : Index de codification type Rubin) 
- Division CIEM (Division du CIEM o  l individu a t  p ch ) 
- Rectangle Stat CIEM (Rectangle statistique halieutiques du CIEM o  l individu a t  

pêché) 
- Date (JJ/MM/AAA) 
- Longueur totale poisson (Précision au 1cm ou ½cm, arrondi à l inf rieur)  
- Poids poisson non vidé (Pr cision de 1g, arrondi à l inf rieur) 
- Présence parasites (Présence : Y ou Absence : N) 
- Age 
- Maturité visuelle (Échelle SMSF du CIEM, 2018) 
- Poids foie en g (Pr cision de 0.01g, arrondi à l inf rieur) 
- Poids gonade dorsale/droite en g (Pr cision de 0.01g, arrondi à l inf rieur) 
- Poids gonade ventrale/gauche en g (Pr cision de 0.01g, arrondi à l inf rieur) 
- Nombre de sections 
- Navire (IFREMER : Nom du navire ayant effectué la pêche) 
- Code_Station (Donnée campagne IFREMER) 
- LatDec (Donnée campagne IFREMER) 
- LongDec (Donnée campagne IFREMER)  
- Depth (m) (Donnée campagne IFREMER) 

 
La Longueur totale du poisson et le Poids non vidé du poisson doivent être pris en suivant 

les recommandations préconisées par les protocoles des campagnes associées (IFREMER : 
Guides d identification SIH (Garren, 2020)). 
 

Le ID Otolithe est un identifiant unique à l individu. Il est généré par Imagine (Ellebode et 

al., 2022). Cet identifiant suivra l chantillons tout au long de son traitement et les informations 
associées seront incorporées à la base de données Imagine, comme pr conis  par l IFREMER. 
 

Le Nombre de sections est le nombre d chantillon gonadique extrait de l individu. Par 
exemple : si, pour un individu, une section a été échantillonnée pour les 2 ovaires, il y a donc 2 
échantillons pour cet unique individu. Indiquer « 2 » dans cette colonne pour cet individu.  

  

Retour Sommaire 
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2.2. e e  d de f ca   e  ca settes 
Pour chaque chantillon, une tiquette d identification (Annexe 1) en papier classique et de 

taille standardis e aux cassettes d inclusion sera placée dans chaque histocassette, pliée en deux. 
L ID Otolithe inscrite sur l tiquette sera g n r e par Imagine (Ellebode et al., 2022) et peut être 
crit sur l tiquette au crayon de papier, ou à l encre d imprimante. 

 
Sur chaque tiquette, mettre l ID Otolithe + position de la gonade échantillonnée 

- Étiquette pour poissons plats :  
o Gonade ventrale = ID Otolithe + V 
o Gonade dorsale = ID Otolithe + D 

- Étiquette pour poissons ronds :  
o Gonade gauche = ID Otolithe + G 
o Gonade droite = ID Otolithe + D 

 
Exemple d une tiquette : 
 
 

2.3. Extraction des gonades pour les poissons marins 
plats 

o Peser, au gramme arrondi à l inf rieur à l aide de la balance et mesurer (au cm arrondi à 
l inf rieur) l individu. 

o Récolter les otolithes dans une pochette/Eppendorf tiquet  avec l ID Otolithe de l individu. 

o En plaçant le poisson sur le ventre, faire une incision en diagonale passant en dessous de la 
caudale, puis parallèle à la ligne latérale. Déplier la chair afin de mettre en évidence la gonade 
dorsale sans la couper, comme montré ci-dessous (Le Meleder et al., 2022). 

o Estimer la phase de maturité en suivant les crit res de l chelle SMSF (CIEM, 2018). 
o Prendre une photo de l individu en entier, sur un fond blanc (ou de couleur uniforme) avec 

la gonade apparente dans la cavité, une règle et son ID Otolithe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

23LEPIBOS003-0010 D 

Ne rien écrire sur 
la partie grisée ! 
C est la partie qui 

sera incluse dans le 
bloc de paraffine 
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o Extraire délicatement la première gonade. Chez les femelles, il faudra sectionner l ovaire à 
la base de l oviducte, là o  les 2 ovaires sont connect s entre eux, afin de pouvoir le sortir de 
la cavité. La gonade extraite du dos du poisson plat est la gonade dorsale (D). Celle 
extraite depuis le ventre est la ventrale (V). 

o Retourner le poisson en le mettant sur le dos et faites la même incision que précédemment afin 
d extraire la gonade ventrale. 

o Prendre une photo des deux gonades 
d tach es, à l ext rieur de la cavit  sur un fond 
blanc (ou de couleur uniforme), avec une règle 
graduée et son ID Otolithe. Si possible, 
séparer les deux gonades et positionner la 
gonade dorsale en dessus de la gonade 
ventrale.  

 

 

 

o Peser séparément chaque gonade sur la balance de précision (à 0.01g). 

o Vérifier la présence de parasites dans le poisson. 

o Récupérer le foie et le peser sur la balance de précision (à 0.01g). 

o Si les gonades ont une longueur de plus de 3 cm, faire une section de 2 cm dans la partie 
centrale de la gonade. A e   e d e e ec   a a  ad e e  a  
éventrée ! 

o Placer une section de gonade à plat dans une histocassette avec une étiquette 
d de f ca  (Annexe 1). Éviter de faire toucher l chantillon et l tiquette en papier.  

o Fermer l histocassette et, sous une sorbonne avec des gants en nitrile, submerger les 
histocassettes dans le fixateur de Davidson pendant 24h à 48h au réfrigérateur (48h pour les 
gros chantillons d ovaire avec ufs hydrat s). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Retour Sommaire 
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2.4. Extraction des gonades pour les poissons marins 
ronds 

o Peser (au gramme arrondi à l inf rieur) et mesurer (au cm arrondi à l inf rieur) l individu. 
o Récolter les otolithes dans une pochette/Eppendorf tiquet e avec l ID Otolithe de l individu. 
o En plaçant le poisson sur le dos, faire une incision aux ciseaux allant de f ce a  

a  ea  de  a e e  e e e . Afin de ne pas endommager les gonades qui 
peuvent se retrouver juste en dessous, il est fortement conseill  d utiliser une sonde cannelée.  
Par la suite, faite quatre incisions en diagonales (comme indiqué ci-dessous en pointillés 
noire) : deux partant de l orifice g nitale et deux passant sous les nageoires pelviennes.  

 

 

 

 

 

o Déplier la chair afin de mettre en évidence les gonades et prendre une photo de l individu 
en entier, sur un fond blanc (ou de couleur uniforme) avec la gonade apparente dans la cavité, 
une règle et son ID Otolithe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

o Estimer la phase de maturité en suivant les crit res de l chelle SMSF (CIEM, 2018). 
o Extraire délicatement les deux 

gonades en sectionnant à la base 
de l orifice g nitale. Attention à 
l orientation des gonades. En 
ouvrant le poisson par le ventre 
et en orientant la tête de 
l individu vers la gauche, la 
gonade dans la partie 
supérieure du poisson sera la 
gauche (G) et la gonade dans la 
partie inférieure sera la droite 
(D).  

  

Gauche 

Droite 
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o Prendre une photo des deux gonades d tach es, à l ext rieur de la cavit  sur un fond blanc 
(ou de couleur uniforme), avec une règle et son ID Otolithe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

o Chez les femelles, les deux ovaires sont souvent connectés entre eux vers la partie médiane ou 
inférieure des ovaires. Cela implique qu il y a de forts risques de déchirements de la paroi 
gonadique lors de la séparation des ovaires.  

o Séparer les deux gonades et peser les séparément sur la balance de précision (à 0.01g). 

o Vérifier la présence de parasites dans le poisson.  

o Récupérer le foie et le peser sur la balance de précision (à 0.01g). 

o Si les gonades ont une longueur de plus de 3 cm, faire une section de 2 cm dans la partie 
centrale de la gonade, en favorisant une ec   a a  ad e e  as éventrée ! 

o Placer une section de gonade à plat dans une histocassette avec une étiquette 
d de f ca  (Annexe 1). Éviter de faire toucher l chantillon et l tiquette en papier.  

o Fermer l histocassette et, sous une sorbonne avec des gants en nitrile, submerger les 
histocassettes dans le fixateur de Davidson pendant 24h à 48h au réfrigérateur (48h pour les 
gros chantillons d ovaire avec ufs hydrat s). 

 

 

 

 

  

Retour Sommaire 
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2.5. Homogénéité cellulaire 
 

La première fois qu un suivi histologique pour une espèce est mis en place, il est 
nécessaire de v rifier l homog n it  cellulaire au sein de la gonade. Cela permet de contr ler si 
il y aura des différences de structures cellulaires en fonction de l endroit de prélèvement de la 
section dans la gonade.  
 
Cette vérification se fait : 

- e e e f  ar espèce et par sexe 
- sur 15 individus à des phases de maturité identiques (de préférence pêchés en même 

temps) 
- pas sur des individus immatures 
- avec des gonades de plus de 4cm de long 
- éviter les individus en ponte si possible 

 
La m thodologie d échantillonnage est identique à celle présentée aux sections 2.3 et 2.4, la 
seule différence intervient lors de la coupe des gonades, après les avoir pesées et prises en 
photos. 

o Orienter les gonades afin d avoir la gonade Dorsale/Gauche en 
haut et la Ventrale/Droite en bas. La partie de la gonade qui 
était la plus proche de la tête du poisson est orientée à gauche, 
c est la partie ant rieure de la gonade. La partie de la gonade 
qui était la plus proche de la queue du poisson est orienté vers 
la droite, c est la partie post rieure de la gonade.  

o Couper les gonades en 3 sections de au moins 1cm (2cm 
maximum). Une section dans la partie antérieure, une section 
dans la partie médiane de la gonade et une section dans la partie 
postérieure. Attention à ne pas éventrer la paroi gonadique 
des sections ! 

o Dans chaque histocassette, mettre une étiquette 
d de f ca  (Annexe 1) avec l ID Otolithe + position de 
la gonade échantillonnée + la position de la section. Position 
section : 1 = Antérieure, 2 = Médian, 3 = Postérieure 

o Exemple d tiquette pour une section centrale de la gonade 
dorsale (D2) d une cardine quatre t che (LEPIBOS) : 

 

 

o Placer une section de gonade à plat dans chaque 
histocassette. Éviter de faire toucher l chantillon et l tiquette 
en papier.  

o Fermer l histocassette et, sous une sorbonne avec des gants en 
nitrile, submerger les histocassettes dans le fixateur de 
Davidson pendant 24h à 48h au réfrigérateur (48h pour les 
gros chantillons d ovaire avec ufs hydrat s). 

  

23LEPIBOS003-0010 D2 

Dorsale 

Ventrale 

D1 D2 D3 

V1 V2 V3 

A
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3. Redécoupe 

Liste du matériel : 

- Scalpel 

- Pince plate 

- Papier absorbant 

- Longues pinces Inox (30cm) 

- Gants en Nitrile 

- Sorbonne 

- Réfrigérateur 

- Crayon de papier 

- Étiquette d identification pour les histocassettes (Annexe 1) 

- Flacon plastique de prélèvement avec opercule (2L) 

- Poubelle produits liquides chimiques inflammables (avec entonnoir de sécurité) 

- Poubelle déchets laboratoire (aiguilles et lames) 

- Bidons poubelles adaptées pour déchets liquides de laboratoire 

 

Liste des produits :  

Pour toutes dilutions d thanol, se r f rer à la table de Gay-Lussac (Annexe 3). 

- Ethanol 70° 
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Après avoir séjournée dans le fixateur de Davidson pour une durée de 24h à 48h à 4°C, 
les échantillons prendrons une texture caoutchouteuse et d e  e ac  da  de a  
70°.  

 

Pour cela, sous une sorbonne et en portant des gants en nitrile, utiliser une grande pince 
en inox pour retirer les histocassettes du fixateur de Davidson et les poser sur du papier absorbant. 
Le papier absorbant viendra absorber le trop plein de fixateur.  

 

Si le fixateur de Davidson 
est trouble (utilisation pour 
plus de 150 échantillons et/ou 
après des ovaires riches en 
ovocytes hydratés), il est 
possible de vider dans une 
poubelle adaptée (poubelle 
produits liquides inflammables 
avec entonnoir de sécurité) afin 
de récupérer les histocassettes 
plus rapidement.  

 

Pour chaque histocassette, 
vérifiez que l tiquette ne soit 
pas coll e à l chantillon. Si 
c est le cas, il y a de forts risques que l tiquette se d chire lorsque vous la d collez de 
l chantillon. Une nouvelle tiquette en papier devra donc être préparée.  

 

 Par la suite, recouper un bord de 
chaque échantillon, afin de préparer un bord 
droit pour l inclusion et faciliter la coupe.  
 

Replacez l chantillon et l tiquette dans 
l histocassette avant de la refermer et la 
submerger dans l thanol à 70°. Les 
échantillons peuvent rester plusieurs mois 
dans l thanol à température ambiante. 

 
 
Déchets :  

- Le fixateur de Davidson et l éthanol sont à éliminer dans un bidon UN 1993 LIQUIDE 
INFLAMMABLE + étiquette CMR.  

 

 
 

Retour Sommaire 



16 
 

 

  Protocoles Histologie Poissons Marins 

4. Déshydratation et inclusion en paraffine 

Liste du matériel : 

- Bar de Leuckart/Moules 

- Pince chauffante/chauffée 

- Couteau à mastiquer/Grattoire 

- Étuve 60°C 

- Réfrigérateur 

- Sorbonne 

- Plaque en plastique 

- Bécher en inox avec bec verseur + poignée 

- 2 Grands béchers en plastique (1000ml) 

- Grande pince en inox (30cm) 

- Gants nitrile 

- Blouse 

- 5 contenants refermables pour les bains 

- Paraffine 

- Papier absorbant 

- Marqueurs 

- Bidons poubelles adaptées pour déchets liquides de laboratoire 

 

Liste des produits :  

Pour toutes dilutions d thanol, se r f rer à la table de Gay-Lussac (Annexe 3). 

- Ethanol à 70° 

- Ethanol à 95° 

- Ethanol à 100° 

- Butanol 100° 

 
Nettoyage de paraffine :  

- Sur les surfaces : utiliser un couteau à mastiquer pour enlever le gros des morceaux et les 
claboussures de paraffine. Passer une ponge avec de l eau chaude et savon liquide. 

Terminez le nettoyage avec du papier absorbant imbibé légèrement d thanol à 70°. 
- Pour les outils en inox (pinces, pics) : les enrouler dans du papier absorbant et les passer à 

l tuve une nuit à une temp rature l g rement sup rieure au point de fusion de la paraffine. 
- Histocassettes vides (+béchers) : placer les histocassettes vides dans un grand bécher à 

l tuve à une temp rature l g rement sup rieure au point de fusion de la paraffine pour que 
celle-ci coule au fond du récipient, puis passer les à la machine (ou laver manuellement à 
l eau chaude et au savon).  

Retour Sommaire 
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4.1. Déshydratation Manuelle 

Suite à la redécoupe des échantillons, ces derniers passent 24 à 48h dans de l thanol 70°, 
voire plusieurs semaines si besoin.  

Avant la d shydratation manuelle, n oublier pas de faire fondre la paraffine en avance dans 
deux béchers en étuve à une température légèrement supérieure au point de fiusion de la 
paraffine utilisée (60°C).  

Changer les bains de paraffine quand ceux-ci ne sont plus limpides. 

Changer les bains d thanol et butanol au bout de 3 fourn es d chantillons, ou si les alcools 
sont colorés ou troubles. 

 
1- Ethanol à 70° pendant 24 à 48h voire plusieurs semaines si besoin 
2- Ethanol à 95° pendant 24 à 48h 
3- Ethanol à 100° pendant 24 à 48h 
4- Butanol 100° pendant 24 à 48h voire plusieurs semaines si besoin 
5- Mise en paraffine liquide pendant 12 à 24h dans l tuve à 60 C 
6- Changement du bain de paraffine pendant 12 à 24h dans l tuve à 60 °C 
7- Inclusion des échantillons (Section 4.3) 

 
 
      Déchets :  

- Le fixateur de Davidson, l éthanol et le butanol sont à éliminer dans les bidons UN 1993 
LIQUIDE INFLAMMABLE + étiquette CMR.  

- La paraffine après solidification par refroidissement est à jeter dans des fûts (car présence 
de butanol dans les bains de paraffine) UN 2926 SOLIDE ORGANIQUE 
INFLAMMABLE, TOXIQUE 

 
  

 Manipulations sous sorbonne avec des gants en Nitrile et vêtements de protection. 
 Éviter l inhalation de produits toxiques (fixateur de Davidson & butanol) 
 Utiliser la grande pince en inox pour passer les chantillons d un flacon à un autre  

Retour Sommaire 
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4.2. Déshydratation avec automate 
 
Les échantillons sont placés dans le fixateur de Davidson pendant 12 à 24h, à 4°C, puis déshydratés 
dans un automate Leica TP 1020 selon le programme suivant : 
 
Grosses pièces sur 48h 

1- Ethanol 70° : 1h 
2- Ethanol 70° : 3h 
3- Ethanol 95° : 3h 
4- Ethanol 95 ° : 4h 
5- Ethanol 100° : 3h 
6- Ethanol 100° : 4h 
7- Ethanol 100° : 6h 
8- Butanol 100° : 2h 
9- Butanol 100° : 4h 
10- Butanol 100° : 6h 
11- Paraffine : 4h 
12- Paraffine : 8h 

 
Les prélèvements sont ensuite inclus (Section 4.3). 
 

 
Déchets :  

- Le fixateur de Davidson, l éthanol et le butanol sont à éliminer dans les bidons UN 1993 
LIQUIDE INFLAMMABLE + étiquette CMR.  

- La paraffine après solidification par refroidissement est à jeter dans des fûts (car présence 
de butanol dans les bains de paraffine) UN 2926 SOLIDE ORGANIQUE 
INFLAMMABLE, TOXIQUE 

 
  

Retour Sommaire 
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4.3. Inclusion en blocs de paraffine 
 
 
 
 

Une fois les échantillons ayant fini de séjourner dans le deuxième bain de paraffine liquide, ils 
sont prêts à être inclus dans un bloc de paraffine. 

 
- Faite fondre préalablement la paraffine dans un distributeur à paraffine (60°C) 
- Re e e e b c e  e e  a ec a a aff e da  e e e c a e a  !  
- Éviter de mettre les mains sur le bécher (engendre refroidissement et colmatage de 

paraffine) 
- Utiliser une pince chauffante lors de la manipulation des échantillons 
- Re e e a ce f e da  e,   cea  de papier absorbant, entre 

chaque utilisation ! 
- Sortir les histocassettes une à une pour éviter le colmatage de la paraffine 

 
Pour un échantillon :  

- A l aide d une grande pince en inox, sortir une cassette du bain de paraffine 
- Poser la cassette sur la plaque en plastique, l ouvrir et à l aide de la petite pince chauffée, 

enlever l chantillon et son tiquette 
- Sortir le b cher en inox de l tuve et remplir le moule/barre de Leuckart au ¾ de paraffine 
- Remettre le b cher dans l tuve et prendre la pince chauff e 
- Avec la pince chauff e, poser l chantillon à la verticale au centre du moule, le bord plat 

(redécoupé) doit être positionné tête bas sur le fond du moule 
 
 
 
 
 
 
 
 

- Rajouter l tiquette de l chantillon sur le rebord, en insérant la moitié de la partie grisée 
de l tiquette dans la paraffine. La partie écrite doit se trouver côté extérieur, pour 
pouvoir ensuite la replier sur l chantillon. 

  

Manipulations avec gants en nitrile et blouse 

Moule/Barre de Leuckart 

1er niveau de paraffine 

Échantillon à inclure 

Bord droit au fond 

23L
E

P
IB

O
S

003-0010 D
2 

23L
E

P
IB

O
S

003-0010 D
2 2ème niveau de paraffine 

en dôme 

Etiquette de l chantillon 
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- Remettre la pince fine dans l tuve et sortez le b cher en inox afin de compl ter le moule 
avec de la paraffine, jusqu à obtenir un d me de paraffine. 

- Remettre le bécher en inox contenant la paraffine dans l tuve. 
 
Pour un démoulage immédiat, attendre au moins 15 minutes que la paraffine durcisse. 
Pour un démoulage plus tardif, mettre le moule au frigo. 
 

Laisser les échantillons en blocs de paraffine au moins 24h au réfrigérateur avant la coupe au 
microtome ! 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

Retour Sommaire 
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5. Coupes au Microtome 

Liste du matériel : 

- Microtome (+ lames) 

- Bain marie (55°C avec eau osmosée) 

- Étuve 37°C 

- Blouse 

- Pince fine/plate 

- Pic en inox 

- Papier absorbant 

- Lames histologiques 

- Crayon de papier 

- Pinceau fin poils souples 

- Pinceau moyen poils semi-rêches 

- Plateau recouvert de papier absorbant 

- Microscope 

- Glaçons 

 
Nettoyage de paraffine :  

- Sur les surfaces : utiliser un couteau à mastiquer pour enlever le gros des morceaux et les 
claboussures de paraffine. Passer une ponge avec de l eau chaude et savon liquide. 

Terminez le nettoyage avec du papier absorbant imbib  l g rement d thanol à 70°. 
- Pour les outils en inox (pinces, pics) : les enrouler dans du papier absorbant et les passer à 

l tuve une nuit à une temp rature l g rement sup rieure au point de fusion de la paraffine. 
- Microtome : Enelever la lame avant de passez un pinceau souple pour enlever les gros 

copeaux de paraffine. Démonter les parties amovibles afin de bien récupérer tous les 
morceaux de paraffine. Finir le nettoyage en essuyant le tout avec papier absorbant 
imbib  d thanol.   
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- Garder les blocs de paraffine sur de la glace avant de les couper (facilite la coupe) 
- Couper en sections de 3µm 
- Mettre la platine à un angle de 5° pour les gros échantillons (plus de 5mm) 
- Utiliser une lame usagée pour dégrossir le bloc de paraffine 
- Utiliser une lame neuve pour la coupe afin d viter les stries provoqu es par l utilisation 

de lames usagées 
- Ne pas prendre la première coupe du ruban 
- Garder un geste à vitesse régulière permet de ne pas avoir de pliures sur les coupes 
- Dans le bain-marie (température à 10°C en dessous du point de fusion de la paraffine), ne 

pas laisser les coupes plus de 2 minutes (risque que les structures se gonflent d eau) 
- Choisissez les sections les plus jolies (section entières et complètes). Pour les séparer, 

utiliser le pic sur les jointures entre deux sections 
- Mettre plusieurs sections d un m me chantillon par lame  
- Éviter les sections avec des pliures, bulles d air et stries 
- Éviter de mettre les échantillons trop près des bords de la lame 
- Vérifier que la paroi gonadique est complète ! (microscope) 

 
Annoter les lames au crayon de papier et les mettre dans l tuve (37 C) au moins 12h (peut 

rester plusieurs jours) sur un plateau recouvert de papier absorbant.   

La manipulation d un microtome nécessite une formation de 
sécurité au préalable ! 

1. Décrocher le ruban de 
la platine pour l amener 
au bain-marie 

2. Poser progressivement le ruban dans le 
bain-marie, la surface qui était contre la 
platine est celle à poser sur l eau 

3. Avec un pic, séparer les sections en piquant à 
intervalles régulières sur les jointures. Nettoyer le pic 
si des morceaux de paraffines y sont présents sur la 
pointe pour éviter les colmatages de paraffine 

4. Avec un pic, ramener délicatement les sections 
sur un lame submergée dans le bain-marie 
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6. Colorations et montage des lames 

Liste du matériel : 

- Sorbonne 

- Gants en nitrile, blouse, chaussures ferm es,  

- Chronomètre 

- Scotch + marqueur 

- Papier absorbant 

- Balance de précision (à 0.01g) couverte 

- Éprouvette graduée 500ml 

- Éprouvette graduée 1000ml 

- Filtres (à café) 

- Entonnoir 

- Cuillère-spatule 

- Coupelle flexible (aluminium) pour peser les poudres  

- 16 Cuves pour coloration de lames 

- Porte lames (x2 de préférence pour faire deux colorations en parallèle) 

- Bidons poubelles adaptées pour déchets liquides de laboratoire 

- 8 Flacons brun ou recouverts d aluminium pour stockage des produits à l obscurit  

 
Liste des produits :  

Pour toutes dilutions d thanol, se r f rer à la table de Gay-Lussac (Annexe 3). 

- Ethanol 100° 

- Ethanol 95° 

- Ethanol 70° 

- Roti-histol 

- Vert Lumière 0.2% (Annexe 5) 

- Hématoxyline de Groat (Annexe 5) 

- Eosine 1% (Annexe 5) 

- Acide phosphomolybdique 1% (Annexe 5) 

- Acide acétique 3% (Annexe 6) 

- Bleu Alcian (Annexe 6) 

- Acide périodique 0.5% (Annexe 6) 

- Scott s tap water (Annexe 6) 

- Eau distillée 
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Après séchage des lames dans une étuve à 37°C (une nuit minimum), les lames peuvent 
être colorées.  

 
La coloration au trichrome de Prenant-Gabe met en évidence les tissus conjonctifs en 

vert, les muqueuses en rose et les noyaux en gris.  
 
La coloration au Bleu Alcian est à utiliser pour mettre en évidence les alvéoles corticales.  

  
Toutes les étapes suivantes ce déroulent par bain des lames dans les 

différentes solutions, sous une sorbonne, avec port de blouse et gants en nitrile, 
pour viter de respirer les vapeurs d alcool, de roti-histol et de roti-histo-kit. 
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6.1. Trichrome de Prenant-Gabe 
 
Déparaffinage : 

1- Roti-histol : 5 minutes 
2- Roti-histol : 5 minutes 

Hydratation : 
3- Ethanol 100° : 5 minutes 
4- Ethanol 100° : 5 minutes 
5- Ethanol 95° : 5 minutes 
6- Ethanol 70° : 5 minutes 
7- Eau distillée : passage 

Coloration : 
8- Hématoxyline de Groat 1% : 1 minute précisément (coloration des noyaux en gris ardoise) 

Les solutions d h matoxyline contiennent de l h mat ine et un mordant m tallique (sels 
d'aluminium ou de fer). Ce mordant est responsable de la coloration. 

9- Eau courante : rin age jusqu à claircissement  
10- Eau distillée : Passage 
11- Eosine Y aqueux 1% : 8 minutes (coloration du cytoplasme en rose). L osine colore les 

cytoplasmes en rose et les fibres dans une gamme de roses plus ou moins vifs selon 
l acidophilie des diff rents l ments  

12- Eau distillée : rinçage 
13- Acide phosphomolybdique 1% aqueux : 30 secondes (différentiation éosine/vert 

lumière)(à changer après 3 passages) 
14- Vert lumière aqueux 0.2% : 30 secondes (coloration du tissu conjonctif en vert) 

Déshydratation : 
15- Ethanol 100° : 5 minutes (premier bain à changer à chaque passage) 
16- Ethanol 100° : 5 minutes 
17- Roti-histol : 5 minutes (à changer dès que besoin) 

 
 
Déchets :  

- Les alcools + colorants, alcool + roti-histol et le roti-histokit sont à éliminer dans les bidons 
UN 1993 LIQUIDE INFLAMMABLE TOXIQUE 

- L osine et le vert lumi re ne sont pas toxiques. Il convient de les éliminer dans un bidon 
UN 3082 MATIERE DANGEREUSE DU POINT DE VUE DE 
L ENVIRONNEMENT LIQUIDE 

- L h matoxyline de Groat est à éliminer dans un bidon UN 2810 LIQUIDE ORGANIQUE 
TOXIQUE (présence de métaux lourds, toxiques)  

Ces manipulations se font 
sous une sorbonne, avec port de 

blouse, et gants en nitrile 
obligatoires ! 
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6.2. Bleu Alcian - PAS 

 

 

 

 

 
Procédure : 

1- Déparaffiner et hydrater les lames contenant les coupes de tissus en paraffine 
2- Colorer avec le bleu d Alcian pendant 15 minutes 
3- Rincer à l eau courante durant 2 min 
4- Rincer à l eau distill e 
5- Traiter avec l acide p riodique durant 5 min 
6- Bien rincer à l eau distill e 
7- Colorer avec le r actif de Schiff s durant 10min 
8- Bien rincer à l eau courante durant 5 min 
9- Colorer les noyaux avec de l h matoxylin durant 2 min 
10- Rincer à l eau courante durant 2 min 
11- Faire un bain avec de l alcool acidifi  durant 30 sec 
12- Rincer avec Scott s tap water 30 sec 
13- Faire un bain d eau distill e 
14- Déshydrater les lames 
15- Effectuer 1 bain dans du roti-histol 
16- Monter les lames 

 
     Déchets :    

- Les colorants et le roti-histol sont à éliminer dans un bidon UN 1992 LIQUIDE 
INFLAMMABLE TOXIQUE 

- L thanol est à liminer dans un bidon UN 1993 LIQUIDE INFLAMMABLE 

 
  

Ces manipulations se font sous une 
sorbonne, avec port de blouse, gants en nitrile 

et lunettes de sécurité obligatoires ! 
En cas de contact, rincer les yeux et la peau 

avec de l'eau. 

Retour Sommaire 
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6.3. Montage entre lame et lamelle 

Liste du matériel : 

- Lamelles 

- Roti-histol kit 

- Pipettes compte-gouttes jetables 

- Gants nitrile 

- Blouse 

- Sorbonne 

- Plaque en plastique 

- Planche avec du papier absorbant 

- Étuve (60°C) 

- Ethanol (95°) 

- Bidons poubelles adaptées pour déchets liquides de laboratoire 

 

Sous sorbonne, en portant blouse, gants en nitrile et lunettes de sécurité, monter les lamelles 
sur les lames en utilisant du Roti-histol kit. Éviter les bulles d air et ne pas laisser la lamelle 
dépasser de la lame.  

Mettre les lames montées sur un plateau recouvert de papier absorbant, et mettre le tout en 
étuve (60°C) 24h pour la polymérisation de la colle. Elles peuvent ensuite être sorties, nettoyées 
et rangées (Section 7).  

Le nettoyage de la paillasse peut se faire à l thanol. Les lames et lamelles cass es doivent 
être jetées dans une poubelle jaune pour déchets de laboratoire.   

Retour Sommaire 
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7. Nettoyage et stockage  

Liste du matériel : 

- Scotch 

- Sachets « ziploc » 

- Ethanol 

- Lame de rasoir 

- Papier absorbant 

- Boites de rangement de lames 

- Boite en carton 

 

7.1. Nettoyage des lames 

Si un excédent de Roti-histo kit est sur les lames, il est possible d enlever le gros de 
l agent collant en grattant avec une lame. Submerger la lame quelques minutes dans de 
l thanol peut aussi ramollir la colle afin de l enlever plus facilement. Avant de scanner les 
lames, bien les nettoyer avec un papier absorbant imbibé d thanol.  

Ranger les lames dans une boite à lames histologiques. 

7.2. Stockage des lames et blocs de paraffine 

Si les lames histologiques ne sont plus utilisées, elles peuvent être rangées dans les 
petites boites en carton qui contenaient les nouvelles lames histologiques. Annoter 
correctement les boites (espèce, sexe, date, projet). 

Les blocs de paraffine avec échantillon peuvent être entourés de scotch. Un tour de 
1½ de scotch suffit pour recouvrir la partie du bloc coup  (avec l chantillon en vue) et 
l tiquette. Attention de scotcher l tiquette dans le bon sens, afin de pouvoir lire le nom 
de l chantillon !  

De plus, il est conseillé de ranger les blocs dans des sachets « ziplocs », annotés 
correctement (espèces, sexe, date, projet). Ces sachets peuvent ensuite être ranger dans un 
carton, stocker dans un endroit sec, frais et ventilé.  
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Annexes 

Annexe 1 : tiq ette d identification po r les cassettes d incl sion 
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Annexe 2 : Feuille de prise de données 

 

 

ID 

Otolithe 

Nom 

espèce 

Division 

CIEM 

Rectangle 

Stat CIEM 
Date 

Longueur 

totale 

poisson 

(cm) 

Poids 

poisson 

non 

vidé (g) 

Présence 

parasites 

Age 

(an) 

Maturité 

visuelle 

Poids 

foie 

(g) 

Poids gonade 

dorsale/droite 

(g) 

Poids gonade 

ventrale/gauche 

(g) 

Nombre 

de 

sections 

Navire Code_Station LatDec LongDec Depth (m) 
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Annexe 3 : Table de Gay-Lussac 
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Annexe 4 : Davidson 

 

Pour 4 litres de Davidson, ajouter dans l ordre ci-dessous : 

o 400ml de glycérol 

o 800ml de formaldéhyde 

o 1200ml d thanol 95° 

o 1200ml d eau de mer filtr e 

o 360 ml d acide ac tique 

 

 

 

 

 

 

 
  

 Manipulation sous sorbonne avec des gants en 
Nitrile et vêtements de protection. 
 À conserver à 4°C 
 Ajouter l acide ac tique au dernier moment 
avant utilisation 
 Stockage pré-Davidson (sans acide acétique) 
plusieurs mois au frigo 
 Stockage Davidson plusieurs semaines 
 Changer le Davidson quand il est trouble 
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Annexe 5 : Colorants Trichrome de Prenant-Gabe 
 

- Vert Lumière 0.2% :  

o Vert Lumière (en poudre)  2g 

o Acide acétique (C2H4O2)  10 gouttes 

o Eau distillée    QSP 1L 
 

Couleur verte 

 
 

- Hématoxyline de Groat : 
o Solution A :  

 Eau distillée         500ml 
 Acide sulfurique concentré (H2SO4)     8ml 
 Ammonium Fer III sulfate (H4NO8S2Fe, 12H2O  MW=482.19)  10g 

 
o Solution B : 

 Ethanol 95°    500ml  
 Hématoxyline   5g 

 
Mélanger A + B. Attendre 30 minutes (dépôt).  
Couleur violette 
 

 

 

 
- Eosine 1% : 

o Eosine Y (ou B)    10g 
o Eau distillée    QSP 1L 

 
Couleur rouge 
 
 
 
 
 
 

- Acide phosphomolybdique 1% : 
o Acide phosphomolybdique (H3[P(MO3O10)4], 10H2O  MW = 1824.96)  10g 
o Eau distillée         QSP 1L 

 
Couleur Jaune 
  

 Manipulation sous sorbonne avec des 
gants en Nitrile, blouse, chaussures 
fermées et lunettes de protection 
 Filtrer avant usage 
 Stockage ind finiment à l obscurit . 
Flacons brun ou recouverts d aluminium 
pour stocker les produits 
 Récupérable après usage 

 

 Manipulation sous sorbonne avec des gants 
en Nitrile, blouse, chaussures fermées et 
lunettes de protection 
 Filtrer avant usage 
 Stockage 2 à 3 mois à l obscurit . Flacons 
brun ou recouverts d aluminium pour 
stocker les produits 
 Changer quand couleur brune 

 Manipulation sous sorbonne avec des gants 
en Nitrile, blouse, chaussures fermées et 
lunettes de protection 
 Filtrer avant usage 
 Stockage ind finiment à l obscurit . 
Flacons brun ou recouverts d aluminium 
pour stocker les produits 
 Récupérable après usage 

 

 Manipulation sous sorbonne avec des gants 
en Nitrile, blouse, chaussures fermées et 
lunettes de protection. 
 Stockage ind finiment à l obscurit . 
Flacons brun ou recouverts d aluminium 
pour stocker les produits 
 Changer après quelques passages 
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Annexe 6 : Colorants Bleu Alcian  

 

 

 

 

 

 

 

- 3% Acide acétique  
o Acide acétique glacial                  3ml 
o Eau distillée    97ml 

 
 

- B e  d A c a  ( H 2.5) 
o Bleu Alcian, 8GX :                              1g 

o 3% Acide acétique :                        100ml 
 
Bien m langer et ajuster le pH à 2.5 en utilisant de l acide ac tique ou du NaOH 

 
 
 
 

- 0.5% Acide périodique 
o Acide périodique :                           0.5g 
o Eau distillée :                         100ml 

 
 
 

- Sc  a  a e  
o Sulfate de magnésium heptahydrate   2g 
o Bicarbonate de sodium                            0.2g 

 

 Manipulation sous sorbonne avec des gants en Nitrile, blouse, chaussures fermées et lunettes de 
protection 
 Stockage ind finiment à l obscurit . Flacons brun ou recouverts d aluminium pour stocker les 
produits 
 Changer après quelques passages 
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Article pour Nature Protocols

Citation : Le Meleder, A., Sauger, C., Parrad, S., Kellner, K., Villain-Naud,

N., Elie, N., Dubroca, L. (2023) «Sample collection protocol for maturity staging of

marine fish through histology». 13 pp. (In Draft)

Résumé : Recueil de protocoles utilisés pour la conception de lames histologiques ova-

riennes de poissons marins dans un contexte halieutique. Les étapes sont décrites point

par point les méthodologies allant de la dissection de l’individu frais au stockage des

échantillons, en passant par la fixation, la déshydratation, la mise sous paraffine, la coupe

au microtome, la coloration et le montage entre lames et lamelles. Cette version anglaise

sera publiée dans Nature Protocols, un journal avec relecture par les pairs permettant la

valorisation et la diffusion des protocoles développés pendant la thèse.

Contribution : Encadrement dans la création du document et correction linguis-

tique.
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Publication 4

Lexique ovogenèse de Pleuronectess

platessa

Citation : Sauger, C., Kellner, K. (2023) «Lexique des structures histologiques

des ovaires et de l’ovogenèse de la plie, Pleuronectes platessa Linnaeus, 1758». DOI :

https://doi.org/10.13155/61234

Résumé : Lexique décrivant les différentes cellules de la lignée germinal qui peuvent

être retrouvées dans les ovaires de la plie (Pleuronectes platessa). Ce document est le

référentiel pour l’identification des cellules de la lignée germinal lors des lectures stéréo-

logiques des lames ovariennes de Pleuronectes platessa. Lexiques en français et en anglais

disponibles en accès libre sur Archimer.

Contribution : Création, conception et rédaction du document avec prise des photos

et mesures des cellules. Mises à jour et publication des différentes versions.
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Photographie de couverture : Photo d’un ovocyte en cours d’hydratation, venant d’un ovaire 
de plie (Pleuronectes platessa), qui a été déformé lors de la fixation sur lame. Collection 
personnelle C. Sauger©  
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Ab é ia ion  
 
CA : vésicules corticales alvéolaires 

ce : cytoplasme externe 
cf : cellule folliculaire 
chr : chromosome condensé 
chrom : chromatine 
ci : cytoplasme interne 
cm : cellule macrophage 

cs : capillaire sanguin 

ei : espace intercellulaire 

fc : fibre de collagène 
gl : gouttelette lipidique 

gv : gouttelette de vitellus 

i : cellule indéterminée 

L : lyse cellulaire 

N : noyau (nucléus) 

nl : nucléole 
oaA : ovocyte non-émis en atrésie 

oaB : ovocyte émis en atrésie 

oca : ovocyte avec des vésicules corticales alvéolaires 

och : ovocyte en cours d’hydratation 

oh : ovocyte hydraté 

op1 : ovocyte précoce stade 1 

op2 : ovocyte précoce stade 2 

ov : ovogonie 

pg : paroi gonadique 

POF : follicule post-ovulatoire 

SI : sexuellement immature 

SM : sexuellement mature 

som : cellule somatique 
T : thèque 

tc : tissu conjonctif 

v : vide (dû à la coupe) 

vi : vitellus 

vit1 : ovocyte en vitellogenèse stade 1 

vit2 : ovocyte en vitellogenèse stade 2 

vit3 : ovocyte en vitellogenèse stade 3 

vit4 : ovocyte en fin de vitellogenèse stade 4 

zr : zona radiata 
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In od c ion 
 

Pour cette étude, la terminologie de Brown-Peterson et al. (2011) sera utilisée, car elle est en 
accord avec les groupes de travail de l’ICES (International Council for the Exploration of the Sea) ayant 
défini les grilles d’évaluation des échelles de maturité pour les espèces européennes (ICES 2008, 
2010, 2013, 2014, 2018). 
 

Pour la description des cellules germinales femelles qui deviendront des gamètes, ces 
dernières seront répertoriées sous le terme de ovogonie (avant la méiose) ou ovocyte (méiose 
initiée). Un ovocyte est constitué d’un ooplasme entouré d’une oolemma (membrane plasmique) et 
d’une zona radiata (Tyler and Sumpter, 1996). 
 

Le terme follicule sera utilisé afin de désigner un ovocyte entouré de différentes cellules 
somatiques : cellules folliculaires et cellules de la thèque (Tyler and Sumpter, 1996). 
 

Pour la description du développement individuel des gamètes (Figure 1), le terme stade sera 
utilisé pour désigner différentes étapes de la gamétogenèse (Brown-Peterson et al., 2011) : 

 Stade ovogonie  

 Stade ovocytes primaires (« primary growth oocytes ») 

 Stade ovocytes secondaires (« secondary growth oocytes ») 

 Stade ovocytes en maturation (« oocyte maturation ») 

 Stade ovulation 

Figure 1 : Clé de détermination des différentes cellules de la lignée germinale femelle qui 
peuvent être retrouvées chez Pleuronectes platessa lors des différents stades de l’ovogenèse. 
Avec les diamètres des ovogonies et ovocytes (± écart-type en µm), ainsi que les épaisseurs de 
la zona radiata (± écart-type en µm) 
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Le cycle de maturité est divisé en deux états. L’état Sexuellement Immature (SI) et l’état 
Sexuellement Mature (SM). Le terme phase est utilisé dans le cadre du développement des gonades 
(Figure 2 et Tableau 1). Le cycle de reproduction des poissons est séparé en plusieurs phases (Brown-
Peterson et al., 2011). 

 Phase immature 

 Phase en développement (« Developing »)  

 Phase capable de pondre (« Spawning capable »)  

 Phase en régression (« Regression »)  

 Phase en régénération (« Regeneration »)  
 
 
  

Tableau 1 : Descriptions macroscopiques et microscopiques des phases du cycle 
reproductif des femelles poissons selon Brown-Peterson et al. (2011). Les sous-phases 
pour toutes les espèces sont listées, mais des sous-phases additionnelles peuvent être 
appliquées en fonction de l’espèce étudiée. Avec CA = vésicule corticale alvéolaire, GVBD 
= rupture de la vésicule germinative, GVM = migration de la vésicule germinative, OM = 
maturation de l’ovocyte, PG  croissance primaire, POF  follicule post-ovulatoire, Vtg1 = 
première vitellogenèse, Vtg2 = deuxième vitellogenèse, Vtg3 = troisième vitellogenèse 

Figure 2 : Cycle de 
maturation des téléostéens 
avec les différentes phases 
selon l’ICES (2018a). Avec 
les phases : Immature (A), 
Développement (B), Frai (C), 
Régression/Régénération 
(D), Omission de frai (E), 
Anormal (F) 
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Comme l’indique le Tableau 1, les stades sont corrélés avec les types de cellules qu’ils contiennent, 
selon les définitions de Brown-Peterson et al. (2011) et l’ICES (2018a). Ainsi, pour la plie de Manche 
mer-du-nord, les cellules que nous avons définies pour cette étude seront indiquées en gras (ov, op1, 
op2, oca, vit1, vit2, vit3, vit4, och, oh) et les Figures qui leurs sont associées seront citées en italique.  
 

 Stade ovogonie :  
- ovogonie (ov) (Figures 7 & 8) 

 

 Stade ovocytes primaires :  
- ovocytes précoces stade 1 (op1) (Figures 9 & 10) 
- ovocytes précoces stade 2 (op2) (Figures 11 & 12) 

 

 Stade ovocytes secondaires :  
- ovocytes avec des vésicules corticales alvéolaires et d’abondantes gouttelettes lipidiques 

(oca) (Figures 13 à 15) 
- ovocytes en vitellogenèse  

o sous-stade vtg1 : vit1 (Figures 16 & 17)  
o sous-stade vtg2 : vit2 & vit3 (Figures 18 à 22) 
o sous-stade vtg3 : vit4 (Figures 23 à 25) 

 

 Stade ovocyte en maturation : 
- migration du noyau : chez la plie, elle semble avoir lieu au stade vit2 
- rupture de l’enveloppe nucléaire (« germinal vesicle breakdown » pour rupture de vésicule 

germinative) traduisant l’entrée de l’ovocyte en métaphase I de méiose 
- coalescence du vitellus : ovocyte en cours d’hydratation (och) (Figures 26 & 27) 
- hydratation : ovocytes hydratés (oh) (Figures 28 & 29) 

 

 Stade ovulation : l’ovocyte hydraté a été émis dans la lumière de la gonade et il ne reste plus que 
des follicules post ovulatoire (POF) (Figures 30 & 31) 

 
 

Les photos de ce lexique ont été prises au microscope Olympus AX70 avec l’aide du logiciel 
Olympus CellSens©. Les mesures de diamètres cellulaires et épaisseurs de zona radiata ont été 
effectuées à l’aide du logiciel Olympus CellSens© sur au moins 20 cellules retrouvées à travers une 
multitude de lames.    



 5 

S c e géné ale de l o ai e 
  

Les plies sont des « total spawner », c’est-à-dire que les femelles vont pondre tous leurs 
ovocytes en une seule fois lors de la période de reproduction.  

 

 
 
 
L’épaisseur de la paroi gonadique (pg), la quantité de tissu conjonctif (tc), la vascularisation 

(cs) ou encore la surface de la lumière de l’ovaire (lumen) vont varier en fonction de la phase de 
maturité dans laquelle se trouve le poisson. Les coupes histologiques seront alors très différentes, 
avec des ovocytes à des stades différents de la gamétogenèse (Figure 4).  

 
  

Figure 3 : Dissection d’une plie, 
Pleuronectes platessa, avec la 
mise en évidence de l’ovaire 
dorsal  

ovaire dorsal 

Figure 4 : Coupes transversales 
d’ovaire de plie aux phases a) 
immature ; b) en frais/avec des 
ovocytes prêts à être émis ; et  
c) en régénération/ayant pondu 

a) b) c) 
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Chaque gonade présente une organisation concentrique (Figure 5 et Figure 6), avec des 
lamelles ovariennes délimitées par un épithélium germinatif. Au niveau de ces lamelles se trouvent 
les cellules germinales (ovogonies ou ovocytes), dans des follicules, à différents stades de 
gamétogenèse. Du tissu conjonctif (tc) va venir retenir les cellules germinales entre elles. La paroi 
gonadique (pg) peut être d’épaisseur variable. La lumière de l’ovaire, ou lumen, représente le vide 
naturel entre les lamelles d’épithélium germinatif à l’intérieur de l’ovaire. 
 
 
 
 

 
 
 

Figure 5 : Structure générale 
d’une coupe d’ovaire d’une plie, 
avec la paroi gonadique (pg), la 
lumière de la gonade, ou lumen, 
et un épithélium germinatif 
plissé en lamelles ovariennes et 
portant les ovocytes associés à 
un tissu conjonctif (tc) 

pg 

lumen 

lamelles ovariennes 

épithélium 

germinatif  

tc 
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Figure 6 : Aspect global d’un morceau de coupe d’un ovaire de Pleuronectes 

platessa avec la paroi gonadique (pg), des vaisseaux ou capillaires sanguins (cs), 
la lumière de la gonade, ou lumen, et des follicules contenant des ovocytes 
rangés en structure de lamelles ovariennes et tissu conjonctif (tc) 

pg 

lumen 

lamelles ovariennes 

follicules 

ovariens 

cs 

tc/épithélium 

germinatif  
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O ogonie o  
 

Une ovogonie (ov) possède un noyau (N), ou nucléus, très décondensé, pâle, avec un rapport 
nucléocytoplasmique élevé (très peu de cytoplasme). Quelques amas de chromatine peuvent être 
observés en périphérie du nucléus qui, en général, possède 1 seul gros nucléole. Le cytoplasme (c) 
est peu coloré (Figure 8). Ces ovogonies sont issues d’une cellule germinale souche par mitose 
goniale, ces figures de mitoses goniales peuvent parfois être observées au niveau de l’épithélium 
germinatif (Figure 7). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
  

Figure 8 : Ovogonies (ov) avec un 
noyau (N) décondensé contenant un 
seul nucléole (nl) et des amas de 
chromatine (chrom). Le cytoplasme 
(c) est peu coloré. Présence de 
cellules somatiques (som) 

N N 

N 

N 

N 

c 

c 

c 

c nl 

chrom 

som 

Taille moyenne 
 
ov : 14.28µm (±3.74µm) 

Figure 7 : Figures de division dans 
une niche germinale avec 
progéniteurs en division associés à 
des cellules somatiques (som) 

som 

cellule en division mitotique 

Identification : Cette cellule est de très petite taille. Il est rare de tomber dessus. Le noyau est gris 

clair et visible, le cytoplasme à peine visible et très clair autour de ce dernier. Le diamètre du 
noyau d’une ov est plus important que celui occupé par son cytoplasme (>50 %). 
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O oc e écoce ade  o  
 

Un ovocyte précoce au stade 1 (op1) possède un cytoplasme (c) beaucoup plus coloré que 
celui des ovogonies (ov), avec un rapport nucléocytoplasmique plus petit que celui d’une ovogonie. 
Le noyau (N) est sphérique et lisse, avec 1 nucléole seulement (possibilité de 2 gros nucléoles, cf 
Figure 10). Le diamètre du cytoplasme est inférieur ou égal à 50 % du diamètre du noyau. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

N 
nl 

c 

Figure 9 : Ovocyte précoce au stade 1 
(op1) avec le noyau (N) sphérique et 
lisse contenant un seul nucléole (nl). 
Le cytoplasme (c) est plus foncé que 
pour une ovogonie (ov) 

Figure 10 : Ovocyte précoce au stade 1 (op1) un 
noyau (N) sphérique et lisse contenant deux 
nucléoles (nl). Le cytoplasme (c) est plus foncé 
que pour une ovogonie (ov) 

c 

nl 

N 

Taille moyenne 
 
op1 : 29.64µm (±5.45µm) 

Identification : Cette cellule est de taille légèrement plus grande qu’une ovogonie, mais reste 
relativement petite en taille par rapport aux autres structures de la gonade. Il est donc peu 
commun de tomber dessus. Le noyau doit être visible, lisse, et un cytoplasme foncé est présent. 
Le diamètre du noyau d’un op1 est inférieur ou égal à 50 % du diamètre de son cytoplasme. Afin 
de lever une éventuelle indécision entre un op1 et op2, prendre en compte la taille de la cellule. 
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O oc e écoce ade  o  
 

Le cytoplasme des ovocytes précoces stade 2 (op2) peut contenir quelques rares vésicules 
corticales alvéolaires à contenu glucidique (CA) et gouttelettes lipidiques (gl). Ce cytoplasme (c) est 
parfois scindé en deux parties peu distinctes. Il est parfois possible d’observer des chromosomes 
ayant un aspect en « lampbrush » dans le noyau, caractéristiques des ovocytes immatures en 
diplotène. 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

Figure 11 : Un op2, avec le noyau (N) sphérique et 
lisse contenant de nombreux nucléoles (nl). 
Quelques rares vésicules corticales alvéolaires (CA) 
peuvent être présentes dans le cytoplasme (c) 
 

nl N 

CA 

Taille moyenne 
 
op2 : 82.70µm (±15.89µm) 

c 

Identification : Cellule de taille variable entre l’op1 et l’oca. Généralement très nombreuses dans 
les gonades d’individus immatures. Elle peut posséder un cytoplasme unique, ou un cytoplasme 

en deux parties peu distinctes plus elle se rapproche d’un oca. Le noyau est sphérique, lisse, et 
contient le plus souvent de nombreux nucléoles. Quelques gouttelettes lipidiques et vésicules 
corticales alvéolaires peuvent être visibles dans le cytoplasme. 
 

Figure 12 : Paroi d’un op2, avec le noyau 
(N) sphérique et lisse contenant de 
nombreux nucléoles (nl). La thèque (T) va 
venir contenir le cytoplasme (c) 
 

T 

N 

c 
nl 
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O oc e à é ic le  co icale  al éolai e  oca  
 

Un ovocyte avec vésicules corticales alvéolaires (oca) est caractérisé par : (1) la présence d’un 
cytoplasme (c) en 2 zones : cytoplasme interne (ci) et cytoplasme externe (ce) ; (2) par la présence 
dans le cytoplasme de gouttelettes lipidiques (gl) apparaissant en premier lieu du côté du noyau et 
d’alvéoles corticales (CA) en périphérie de la cellule ; (3) par un noyau (N), central à enveloppe 
festonnée contenant de nombreux nucléoles (nl) répartis autour de l’enveloppe nucléaire. Il est 
parfois possible d’observer des chromosomes ayant un aspect en « lampbrush » dans le noyau, 
caractéristiques des ovocytes immatures en diplotène. De plus, autour de l’ovocyte, la zona radiata 
(zr) commence à se former entre le cytoplasme et les cellules folliculaires (cf) et de la thèque (T). 

 
Les CA vont prendre beaucoup de place dans le cytoplasme et peuvent être confondues avec 

les gouttelettes lipidiques (Anderson, 1968 ; Tyler et Sumpter, 1996). De plus, avant la vitellogenèse 
(vit1) le cytoplasme interne (ci) va entrer en expansion et on ne verra plus le cytoplasme externe 
(ce). On va alors retrouver les CA en périphérie de la zona radiata (zr). 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Taille moyenne 
 
oca : 153.07µm (±17.83µm) 
 
zr : 0.91µm (±0.23µm) 

Identification : Un ovocyte avec des alvéoles corticales est caractérisé principalement par un 
noyau central à enveloppe festonnée, contenant généralement de nombreux nucléoles proches 
de l’enveloppe nucléaire. Un cytoplasme en 2 zones est souvent observé, avec des gouttelettes 
lipidiques présentes à la limite des deux zones. Possibilité d’observer les chromosomes condensés 
(petits traits irréguliers gris foncé dans le nucléus), ainsi que des vésicules corticales alvéolaires. 
De plus, autour de l’ovocyte, formation de la zona radiata (zr). 
 

gl 

nl 

N 

ci 

ce 

Figure 13 : Ovocyte avec des CA (oca), avec le noyau (N) 
festonné contenant de nombreux nucléoles (nl). 
Accumulation de gouttelettes lipidiques (gl) entre la zone 
des cytoplasmes interne (ci) et externe (ce) et présence de 
CA dans le ce 

CA 
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N 

ci 
ce 

nl 

gl 

Figure 14 : Ovocyte avec des CA (oca), un noyau (N) 
festonné contenant de nombreux nucléoles (nl). 
Accumulation de gouttelettes lipidiques (gl) entre la 
zone des cytoplasmes interne (ci) et externe (ce), avec 
le ci qui repousse le ce 

CA 

Figure 15 : Paroi d’un ovocyte avec des corticales alvéolaires (oca), 
avec le noyau (N) festonné contenant de nombreux nucléoles (nl). 
Accumulation de gouttelettes lipidiques (gl) entre la zone des 
cytoplasmes interne (ci) et externe (ce). Formation de la zona radiata 
(zr), présence de vésicules alvéolaires corticales (CA), de cellules 
folliculaires (cf), de fibre de collagène (fc) et de la thèque (T) avec des 
capillaires sanguins (cs) 

nl N 

ci 

ce 

gl  

CA  

cs 

cf 

 

T 

 

zr 

 

fc 
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O oc e en déb  de i ellogenè e i  
 

Un ovocyte en début de vitellogenèse (vit1) est caractérisé par la formation d’un anneau de 
vésicules de vitellus (gv), gouttelettes éosinophiles roses, en périphérie du cytoplasme (c) qui n’est 
plus zoné. Quelques gouttelettes lipidiques blanches (gl) sont encore observées dans le cytoplasme. 
Le noyau (N) reste central, sa membrane est festonnée bordée de nombreux nucléoles. La zona 

radiata (zr) reste fine et de coloration verte (non acidophile). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 16 : Ovocyte au stade vit1, avec le noyau (N) dont l’enveloppe est 
festonnée et contenant de nombreux nucléoles (nl). Une couronne de 
gouttelettes de vitellus (gv) se forme en périphérie du cytoplasme (c). Des 
gouttelettes lipidiques (gl) sont encore observées à ce stade. La thèque (T) 
possède des capillaires sanguins (cs) 

gv 

N 

nl 

gl 

c 

T 

Taille moyenne 
 
vit1 : 191.52µm (±29.08µm) 
 
zr : 1.43µm (±0.32µm) 

Identification : Cet ovocyte en début de vitellogenèse est facilement 
identifiable grâce à l’apparition d’une couronne rose de vitellus en 

périphérie du cytoplasme. Dès l’apparition de la première 

gouttelette de vitellus (gv), l’ovocyte entre dans le stade vit1. Le 
noyau sera toujours festonné et centré et la couronne de vitellus 

va longer la paroi de la cellule (zona radiata). Dans le cas où le 
noyau de la cellule n’est pas visible, si la couronne de vitellus est 
visible et est collée à la paroi, on peut encore mettre la cellule dans 
la catégorie vit1. 
 

cs 
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Figure 17 : Paroi d’un ovocyte au stade vit1, avec le noyau (N) festonné 
contenant de nombreux nucléoles (nl). Formation d’une couronne de 
gouttelettes de vitellus (gv) et présence de gouttelettes lipidiques (gl) en 
périphérie du cytoplasme (c). La thèque (T) contient des cellules folliculaires 
(cf) et dessous on retrouve la zona radiata (zr) 

T 

cf 

zr 

gl 

gv 

N 

nl 

c 
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O oc e en i ellogenè e a ec mig a ion d  no a  i  
 

Lors du stade vit2, la couronne de gouttelettes de vitellus (gv) migre de la partie externe du 
cytoplasme vers la zone médiane de l’ovocyte ; le nucléus (N) s’approche progressivement de la 
périphérie de l’ovocyte, il s’accole à cette couronne de vitellus, qui finalement s’ouvre du côté du 
noyau. La zona radiata (zr) a toujours le même aspect qu’en vit1. 

Un noyau (N) en migration sera déformé et décentré par rapport à la cellule. Attention cette 
déformation peut ne pas être visible en fonction de l’angle de la coupe. De plus, lors de la migration, 
le noyau va traverser la couronne de vitellus, la brisant.  

Un noyau ayant fini sa migration sera accolé aux enveloppes de l’ovocyte d’un côté et toutes 
les gouttelettes de vitellus seront regroupées de l’autre côté du follicule. Cette structure est peu 
commune, notamment due au fait que la coupe doit avoir été faite dans le bon angle si l’on veut 
observer le noyau. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Figure 18 : Ovocyte au 
stade vit2, avec le 
noyau (N) qui a 
commencé sa 
migration vers la 
couronne de 
gouttelettes de vitellus 
(gv) 

N 

gv 

Taille moyenne 
 
vit2 : 220.19µm (±25.28µm) 
 
zr : 1.45µm (±0.20µm) 

Identification : Ce type cellulaire ressemble aux vit1, mais est 
caractérisé par une couronne de vitellus autour du noyau avec une 

zone de cytoplasme entre la zr et la couronne, ou par un noyau 

accolé à la zr d n cô é d  follic le e  le  g  de l a e. Il est 
préférable de voir le noyau. Le noyau peut être central, en 

migration ou ayant migré. 
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Figure 19 : Ovocyte au 
stade vit2, avec le 
noyau (N) déformé qui 
a commencé sa 
migration au travers de 
la couronne de 
gouttelettes de vitellus 
(gv) 

N 

gv 

Figure 20 : Ovocyte en fin de stade vit2, dont le noyau (N) a fini sa 
migration : il se trouve alors en dehors de la masse de gouttelettes de 
vitellus (gv) et est polarisé 

N 

gv 
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O oc e en i ellogenè e a ec c oi ance de la  i  
 

Les follicules ovariens entrent dans le stade 3 de la vitellogenèse (vit3) quand la zona radiata 
(zr) devient acidophile. La zr est légèrement striée, prend une teinte rose et commence à augmenter 
en taille. Les gouttelettes de vitellus (gv) vont prendre toute la place à l’intérieure du follicule et 
commencer à fusionner entre elles pour accroitre en taille. Ce stade semble être de courte durée.  

 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
  

Taille moyenne 
 
vit3 : 380.02µm (±57.16µm) 
 
zr : 9.21µm (±1.63µm) 

Identification : Un ovocyte en vitellogenèse avec croissance de la zona radiata (vit3) est 
caractérisé par une zr rose, fine et peu striée, et des gv de petite et moyenne taille prenant tout 

l e ace à l in é ie  d  follic le. La présence du noyau n’est pas nécessaire pour l’identification 
de ce stade. 
 

gv 

zr 

N 

Figure 21 : Ovocyte vit3 en vitellogenèse 
avec croissance de la zona radiata (zr) 
rose et légèrement striée, un noyau (N) et 
de nombreuses gouttelettes de vitellus 
(gv) de tailles variables 

Figure 22 : Paroi d’un vit3 avec une zona 

radiata (zr) rose et légèrement striée 
entre de nombreuses gouttelettes de 
vitellus de tailles variables (gv) et une 
thèque (T) avec des cellules folliculaires 
(cf) 

gv 

zr 

T cf 
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O oc e en fin de i ellogenè e i  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Figure 23 : Structure emboitée d’ovocytes 
en fin de vitellogenèse (vit4) 
 

gv 

zr 

N pg 

Figure 24 : Ovocyte 
en fin de 
vitellogenèse (vit4) 
avec une zona radiata 
(zr) épaisse, un noyau 
(N) et de nombreuses 
gouttelettes de 
vitellus (gv) de grosse 
taille. Présence de la 
paroi gonadique (pg) 

Les ovocytes en fin de vitellogenèse (vit4) 
ont des formes polygonales emboitées. La zona 

radiata (zr) est épaisse et très éosinophile, elle 
présente en fin de stade un aspect strié (stries 
radiales). L’ovocyte est rempli de gouttelettes de 
vitellus (gv) éosinophiles. Le noyau (N) n’est que 
rarement visible. Autour de la zr, on retrouve des 
cellules folliculaires (cf) et la thèque (T) associée à 
des capillaires sanguins (cs).  

 Pour les cellules en vitellogenèse, qui sont 
très friables lors du processus de coupe, leurs 
contenues peuvent être arrachés. Ces derniers 
peuvent alors se retrouver à côté de leur thèque. 
Dans ces cas-là, si l’absence de thèque permet tout 
de même l’identification du type de cellule, la 
classer comme telle.  

 
 

Taille moyenne 
 

vit4 : 629.47µm (±88.45µm) 
 
zr : 53.81µm (±5.10µm) 

Identification : Ces cellules de grosse taille possèdent une zr 

épaisse et visible (rose). Avec leur grande taille, plusieurs croix 
pourront tomber dans une même cellule. Pour chacune de ces croix 
il faudra mettre le type cellulaire vit4. L o oc e e  em li de g  
roses. Le noyau est parfois visible, mais le voir n’est pas essentiel 
pour l’identification de ce stade.  
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cf 

T 

gv 

Figure 25 : Paroi d’un ovocyte en fin de vitellogenèse (vit4) qui 
entourent des gouttelettes de vitellus (gv). La membrane est 
constituée de la zona radiata (zr), de cellules folliculaires (cf) et d’une 
thèque (T) parcourue de capillaires sanguins (cs) 

zr 

cs 

zr 
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O oc e en co  d h d a a ion och  
 

Les gouttelettes de vitellus fusionnent pour donner progressivement zone de vitellus (vi) 
homogène basophile (zones bleues/vertes). L’ovocyte en cours d’hydratation (och) est entouré d’une 
épaisse zona radiata (zr). Les cellules restent polygonales et emboitées entre elles. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

zr N 

gv 

T 

vi 

Figure 26 : Coupe d’un ovaire 
avec présence d’ovocytes en 
cours d’hydratation (och) 

cs 

Figure 27 : Ovocyte en cours 
d’hydratation (och) avec une 
épaisse zona radiata (zr), un 
noyau (N), des gouttelettes 
de vitellus (gv), un début de 
zone de vitellus homogène 
(vi) et une thèque (T) avec 
des capillaires sanguins (cs) 

Taille moyenne 
 

och : 847.21µm (±104.01µm) 
 
zr : 33.11µm (±3.50µm) 

Identification : Cette cellule ressemble aux vit4. Les gv commencent à se fractionner afin de 
donner une zone de vitellus homogène (zones bleues/vertes). Le noyau est parfois visible, mais 
le voir n’est pas essentiel pour l’identification de cette cellule. 
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O oc e h d a é oh  
 

L’ovocyte hydraté (oh) est caractérisé par un vitellus (vi) homogène bleu clair, qui occupe une 
grande surface du volume de l’ovocyte. Quelques gouttelettes lipidiques (gl) sont encore parfois 
visibles en périphérie de l’ovocyte avec une zona radiata (zr) épaisse à striations radiales. 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Figure 29 : Paroi d’un ovocyte 

hydraté (oh) non émis (présence 
de la thèque (T)), avec une 
grande partie homogène de 
vitellus (vi), des gouttelettes 
lipidiques (gl), la zona radiata (zr) 
avec des stries radiales, et des 
capillaires sanguins (cs) 

Figure 28 : Ovocyte hydraté (oh), 
non émis, avec sa thèque (T) 

zr 

gl 

T 

cs 

oh 

vi 

T 

Taille moyenne 
 

oh : 958.66µm (±60.66µm) 
 
zr : 40.41 µm (±5.00µm) 

Identification : Type cellulaire le plus grand, il sera le plus souvent déformé suite au processus de 
déshydratation. Qu’il soit émis ou encore dans la lamelle ovarienne, on le compte comme oh. La 
zr striée est épaisse et rose et l’ovocyte est rempli uniquement de vitellus homogène (coloration 

bleue/verte).  
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Follic le Po O la oi e POF  
 

Les follicules post-ovulatoires, ou « post-ovulatory follicle » (POF), peuvent présenter des 
signes de lyse (présence de cellules macrophages (cm) à l’intérieur). La présence d’un POF indique 
qu’un ovocyte hydraté (oh) a été émis.  

Un POF est l’ensemble des tissus somatiques du follicule (thèque (T) et cellules folliculaires 
(cf)) laissé derrière suite à l’émission de l’ovocyte hydraté (oh). Leur coloration verte est identique à 
celle du tissu conjonctif (tc). Il faut donc se méfier à ne pas ranger un POF dans la catégorie tc. Les 
POF sont de tailles et formes très variées, car ce sont des poches vides qui se rétractent.  

 

 

 

  

Figure 30 : Follicule post-ovulatoire (POF) avec présence de capillaire 
sanguin (cs) 

Identification : Un POF est une poche de tissu somatique et peut être caractérisée par la présence 

de cellules macrophages dans sa cavité centrale. Les cellules macrophages (cm) sont de petites 
tailles, grises, et le plus souvent nombreuses et agglomérées entre elles. 
 

POF POF 

POF 

cs 
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Figure 31 : Follicule post-
ovulatoire (POF) avec présence 
de cellules de lyse (cm), 
capillaire sanguin (cs) et tissu 
conjonctif (tc) 

POF 
cm 

lumen 

cs 

tc 
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A é ie oaA  oaB  e  L e L  
 

D’après Torres-Martìnez et al. (2017), l’atrésie c’est la dégénérescence, la réabsorption, voir 
l’ablation, de follicules ovariens. En général, le premier signe d’atrésie est la désintégration de la 
vésicule germinative de l’ovocyte, suivi par une fragmentation de la zona radiata (zr) qui devient 
irrégulière et d’une hypertrophie des cellules folliculaires. On peut aussi avoir une différenciation de 
cellules folliculaires (cf) en phagocytes et/ou la présence de macrophages.  
 

Ici, nous distinguerons l’atrésie précoce (oaA) de l’atrésie tardive (oaB). oaA concerne toute 
cellule germinale en lyse allant du stade d’ovogonie (ov) au stade ovocyte hydraté (oh) non-émis, et 
donc toujours enveloppé de cellules somatiques (cellules folliculaires (cf) et/ou thèque (T)). L’oaB 
concernera les ovocytes hydratés en lyse qui ont déjà été émis et ne sont donc plus entourés de 
cellules somatiques. Étant une structure en lyse dans la cavité centrale de la gonade, les oaB seront 
le plus souvent déformés, déchirés et accompagnés de plages de lyse (L). 
 
 
 
 
 
 
 

 

  

Figure 32 : Ovocyte hydraté en atrésie précoce (oaA). 
L’ovocyte hydraté (oh) n’a pas été émis dans le lumen, il 
est encore dans le tissu conjonctif (tc) de la lamelle 
ovarienne, entouré de sa thèque (T) et de macrophages 
(cm) sont observés entre la thèque et la zr. Présence de 
POF et capillaires sanguins (cs) 

cs oh 

T 

POF 

TC 

zr 

cm 

lumen 

lumen 

Identification : Un oaA est un follicule en état de lyse. C’est-à-dire qu’il sera toujours entouré 

d ne hè e, et sera situé dans la lamelle ovarienne. 
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oh 

oh 

cm 

zr 

lumen 

Figure 33 : Ovocyte hydraté en atrésie tardive (oaB). L’ovocyte 
hydraté (oh) a été émis, il est dans la lumière de la gonade 
(lumen) et est entouré de cellules macrophages (cm) 

lumen 

Identification : Un oaB est un ovocyte en état de lyse. C’est-à-dire qu’il n e  l  en o é d ne 
thèque, et sera situé dans la lumière de la gonade. Un oaB sera délimité par sa zr. Si une croix de 
comptage tombe sur une « zone blanche », même si elle est entourée de structures oaB, cette 
croix sera répertoriée sous ei. De plus, toute plage de lyse proche de la masse atrétique avec la 

zr de l oaB fe a a ie de l oaB.  
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Figure 34 : Plage de lyse cellulaire (L) dans le lumen, avec 
présence de follicules post-ovulatoires (POF) qui contiennent 
des cellules de lyse (cm). Présence aussi de tissu conjonctif (tc) 
et capillaires sanguins (cs) 

POF 

POF 

POF 

POF 

L 

cs 

lumen 

lumen 

tc 

cm 

Identification : Les plages de lyse peuvent être difficiles à déterminer, notamment en présence 
d’atrésie. Elles peuvent être o ée  n im o e o  à a e  la gonade et à n im o e elle 
phase de maturité. C’est un amas de cellules en lyse, où l’on peut retrouver des cellules 
macrophages. Les plages de lyse sont de tailles et formes aléatoires, avec absence de thèque 

et/ou de zona radiata. 
 

Figure 35 : Zoom sur des 
cellules macrophages (cm) 
entre la zr et la thèque (T) d’un 
oaA 

zr T 

cm 
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Ti  conjonc if c   Pa oi gonadi e g    
 

Le tissu conjonctif (tc) relit toutes les structures entre elles et forme les lamelles ovariennes. 
Dans les lamelles ovariennes on retrouve les follicules à identifier entourés de tc.  

Le tissu conjonctif (tc) est composé de cellules colorées en vert, comme celles de la paroi 
gonadique (pg). Ces dernières sont du tissu musculaire alors que le tc ne l’est pas. Attention à ne pas 
les confondre ! Même si une croix de comptage tombe sur un tout petit morceau de tc au milieu d’un 
espace intercellulaire (ei) on coche la case de tc pour cette occurrence. 
 

La paroi gonadique est de la même coloration verte que le tc. Des tissus musculaires, ainsi 
que des capillaires sanguins (cs), peuvent être présents dans la pg. Si une croix de comptage, qui se 
trouve dans la zone de la pg, tombe sur du tissu musculaire, il faut la répertorier sous pg. Par contre, 
si une croix de comptage dans la zone de la pg tombe sur un capillaire sanguin (cs), alors il faut 
répertorier la structure sous cs. 

La zone de la pg est délimitée entre la couche de cellule la plus externe et la couche de cellule 
de la pg la plus interne, juste avant de rentrer dans les lamelles ovariennes. Si la paroi gonadique a 
été étirée, déchirée ou écartée, mais que la croix de comptage tombe entre la couche de cellule la 
plus externe et la couche de cellule la plus interne, avant d’arriver aux lamelles ovariennes, alors on 
compte cet espace comme de la pg. Ne pas hésiter à dézoomer pour obtenir une vue d’ensemble de 
la gonade, afin de bien voir la limite entre la pg et le tc. 
 
 
 
 
  

pg 

lumen 

tc 

Figure 36 : Coupe d’ovaire de plie entourée de la paroi 
gonadique (pg). Les lamelles ovariennes tenues par du tissu 
conjonctif (tc) délimitent la zone du lumen 
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Ca illai e ang in c  
 

Les capillaires sanguins (cs) sont des structures plus ou moins petites, pouvant allez du 
diamètre d’une seule cellule à plus de 100 m.  

 Retrouvés au niveau de la thèque (T), dans le tissu conjonctif (tc) ou encore dans la paroi 
gonadique (pg), les capillaires ou vaisseaux sanguins (cs) sont caractérisés par la présence de cellules 
sanguines (petites cellules colorées en rouge avec un noyau central foncé). Si une croix de comptage 
tombe dans la « zone blanche » d’une cavité contenant que des cellules sanguines, cette croix sera 
comptée en cs. 
 

 

 

 

E ace in e cell lai e ei  e  Vide  

 
Entrent dans la catégorie ei toutes croix de comptage dont le centre, mesuré au pixel près, 

tombe dans une « zone blanche » qui est à l’intérieur de la paroi gonadique (pg) et/ou du tissu 
conjonctif (tc). 

Dans le cas où des cellules se retrouvent en dehors de la pg, toute « zone blanche » entre les 
cellules, ou à l’intérieur du tc, sont considérées comme de l’ei. 
 

Entrent dans la catégorie v toutes croix de comptage dont le centre, mesuré au pixel près, 
tombe dans une « zone blanche » qui est à l’extérieur de la gonade. Normalement c’est l’espace 
entre la pg et la ligne qui délimite notre plan d’échantillonnage autour de la gonade.  

Dans le cas où des cellules se retrouvent en dehors de la pg, si la croix tombe entre la ligne 
rouge qui délimite la zone d’échantillonnage et du tc et/ou de la pg, alors on classe la croix de 
comptage sous v. 
 Si une croix tombe dans une « zone blanche » entourée uniquement d’une thèque et/ou zr 
(le centre de la cellule a été arraché), alors on classe cette croix de comptage sous v. 
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Indé e miné i  

 
Cette catégorie permet de regrouper toutes les structures qui n’ont pas été identifiées parmi 

les 20 notées ci-dessus. En cas de doute, mieux vaut choisir la catégorie indéterminée (i) que de 

alide  ne c e i o ai  a é e  fa e.  

Si deux structures se superposent au niveau d’une croix de comptage, on choisit la structure 
du dessous. Si cette dernière n’est pas identifiable, alors elle sera classée dans i.  

Si la croix tombe sur deux types de structures différentes, ou que la résolution de l’image ne 
permet pas de définir exactement où se trouve le centre de la croix par rapport à l’image, ou que 
l’on met plus de 2 minutes à essayer de classer la structure, classez cette dernière dans i. 

Mettre dans i : 

 les structures floues  

 les cellules dont la membrane nucléaire n’est pas nette 

 les structures ressemblant à un ov sans noyau 

 les structures ressemblant à un op1 sans noyau 

 les structures ressemblant à un op2 sans noyau 

 les structures ressemblant à un oca sans noyau 

 les structures non répertoriées dans le lexique ou protocole (Sauger et al., 2019) 

 les morceaux de cellules sans thèque que l’on n’arrive pas à déterminer  
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Abb e ia ion  
 
aoA : undischarged atretic oocyte 

aoB : discharged atretic oocyte 

bv : blood vessel 

CA : cortical alveoli 

cao : cortical alveoli oocyte 

chr : condensed chromosome 
chrom : chromatin 
ct : connective tissue 

E : unnatural emptiness (from the section s cut) 
fc : follicular cell 
gw : gonadal wall 

ho : hydrated oocyte 

Is : Intercellular space 

L : lysis 

ld : lipid droplet 

ldo : lipid droplets oocyte 

mc : macrophage cell 

N : nucleus 

NC : Nucleo-Cytoplasmic 

nl : nucleolus 
og : oogonium 
oih : oocyte in hydration 

po1 : primary oocyte stage 1 

po2 : primary oocyte stage 2 

POF : Post-Ovulatory Follicle 

SI : sexually immature 

SM : sexually mature 

som : somatic cell 
T : theca 

U : undetermined structure 

vd : vitellus droplet 

vi : vitellus 

vtg1 : oocyte in stage 1 of vitellogenesis 

vtg2 : oocyte in stage 2 of vitellogenesis 

zr : zona radiata 
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In od c ion 
 

During this study, the terminology used was that of Brown-Peterson et al. (2011), following 
the criteria set by the working groups of the International Council for the Exploration of the Sea (ICES) 
that described the different maturity phases for European stock species (ICES 2008, 2010, 2012, 2018, 
2019). 
 

For the description of the female germinal cells that will become gametes, the terms oogonia 
(before meiosis) or oocyte (meiosis has begun) will be used. An oocyte is characterized by an ooplasm 
encased in an oolemma (plasmic membrane) (Tyler and Sumpter, 1996). A zona radiata will also be 
present once the cell becomes dependent on follicle-stimulating hormone (FSH).  
 

The term follicle will be used to designate an oocyte encased in somatic cells: follicular cells 
and theca cells (Tyler and Sumpter, 1996).  
 

For the description of geminal cells development, the term stage will be used to designate the 
different gametogenesis stages (Brown-Peterson et al., 2011) : 

 Oogonia   
 Primary growth oocytes 
 Secondary growth oocytes 
 Oocyte maturation  
 Ovulation stage 

 
The sexual maturity cycle (Figure 1) is split into two states. The Sexually Immature (SI) state and the 
Sexually Mature (SM) state. The terminology phase will be used for the gonadal development.  The 
reproduction cycle of fish is divided into seven phases (Brown-Peterson et al., 2011; ICES, 2012; 
2018).  

 Immature  
 Developing  
 Spawning  
 Regressing  
 Regenerating  
 Omitted spawning  
 Abnormal  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sub-divisions/Sub-phases (Ba, Bb, Ca, Cb, Da, Db) should be used for specific particularities, 
meaning that their use is optional and must be evaluated for each species (ICES, 2012). 
 
 

Figure 1 : Different phases found in the teleost 
maturation cycle, from the ICES (2018). The 
phases being: Immature (A), Developing (B), 
Spawning (C), Regressing/Regenerating (D), 
Skipped spawning (E) and Abnormal (F) 
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For the histological slides, fresh ovaries were placed in a Davidson solution before their 
inclusion in paraffin. 3 µm thick sections were cut using a microtome (HM330) and were either 
trichrome stained with a Prenant-Gabe (Gabe, 1968) solution or Alcian blue stained. 

 
The histological pictures found in this lexicon were taken with a Nikon Eclipse 80i microscope 

using the NIS-Elements D (v. 5.02.03)  software. Mean cell diameters and mean zona radiata widths 
were taken with an Olympus AX70 microscope using the Olympus CellSens© software, on a minimum 
of 20 oocytes found throughout multiple slides.  

Table 1 : Macroscopic and microscopic descriptions of the phases in the reproductive 
cycle of female fish, from Brown-Peterson et al. (2011). Timing within each phase is 
species dependent. Some criteria listed for phases may vary depending on species, 
reproductive strategy, or water temperature. Subphases that apply to all fishes are listed; 
additional subphases can be defined by individual researchers. With CA = cortical alveoli, 
GVBD = germinal vesicle breakdown, GVM = germinal vesicle migration, OM = oocyte 
maturation, PG = primary growth, POF = post-ovulatory follicle complex, Vtg1 = primary 
vitellogenic, Vtg2 = secondary vitellogenic and Vtg3 = tertiary vitellogenic 
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As seen in Table 1, different phases are correlated with the presence or absence of specific cell 
types. Following the terminologies and definitions of Brown-Peterson et al. (2011) and the ICES 
(2012; 2018). For the red striped mullet (Mullus surmuletus), the different cell types described in this 
work will be shown in bold (og, po1, po2, ldo, cao, vtg1, vtg2, oih, ho, POF) while their matching 
Figures will be indicated in italic.  
 
 Oogonium stage :  

- oogonium (og) (Figure 6 & 7) 
 
 Primary growth oocytes :  

- Primary stage 1 oocyte (po1) (Figures 8 & 9) 
- Primary stage 2 oocyte (po2) (Figures 10 & 11) 
- Lipid droplets oocytes (ldo) (Figure 12) 

 
 Secondary growth oocytes :  

- cortical alveoli oocytes with lipid droplets (cao) (Figures 13 to 15) 
- vitellogenic oocytes  

o subphase vtg1 : vtg1 (Figures 16 to 18)  
o subphase vtg2 : vtg2 (Figure 19) 

 
 Oocyte maturation : 

- nucleus migration :  
- germinal vesicle breakdown : oocyte enters metaphase I of meiosis 
- vitellus coalescence : oocyte in hydration (oih) (Figures 20 & 21) 
- hydration : hydrated oocytes (ho) (Figure 22) 

 
 Ovulation stage : discharge of the hydrated oocytes into the ovar s lumen, leaving behind a post-

ovulatory follicle (POF) (Figure 23) 

 
  

Figure 2 : Determination key for the different female germinal cells that are found in the 
ovaries of Mullus surmuletus at different oogenesis stages. With average oogonium and 
oocyte diameters (µm ± standard deviation), and zona radiata widths (µm ± standard 
deviation) 
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O e all o a ian o gani a ion  
  

The red mullet is a batch spawner species, meaning that females will release hydrated oocytes 
multiple times, at different time intervals, during a single breeding season.  

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Criteria like gonadal wall (gw) thickness, connective tissue (ct) quantity, gonad vascularization 
(bv) or the surface area of the lumen, will depend on the fish s maturity phase.  The histological cross 
sections will be visually different, with germinal cells at various stages of oogenesis.  
 

Each gonad is organized concentrically (Figure 4 and Figure 5), with the ovarian lamellas 
delimited by the germinal epithelium. The germinal cells (oogonia and oocytes) are found within these 
ovarian lamellas, inside follicles, at different stages of oogenesis. The connective tissue (ct) will hold 
the germinal cells together, and the gonad wall (gw) can vary in thickness. Finally, the lumen is the 
naturally empty space found between the germinal epithelium lamellas inside the ovary.   
  

Figure 4 : Overall organization of a red striped mullet s 
ovarian cross section, with the gonad wall (gw), the 
lumen, and folded germinal epithelium that make the 
ovarian lamellas, filled with oocytes held together by 
connective tissue (ct) 

Figure 3 : Dissected 
female red striped mullet, 
Mullus surmuletus, with 
both ovaries uncovered 

right ovary 

lumen 

gw 

germinal epithelium 

ct 

left ovary 
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Figure 5 : Partial view of a red striped mullet ovary cross 
section, with the gonad wall (gw), the lumen, and oocytes in 
follicles held together by connective tissue (ct), organized 
inside ovarian lamellas 

gw 

lumen 

ovarian follicles 

ct / germinal epithelium 
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Deci ion T ee  
  

 

 

  

zr zona radiata 

zr 
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Follicle S mma  Shee  
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Oogoni m (og) 
 

An oogonium (og) has a pale nucleus (N), due to low chromosome condensation, and a high 
nucleo-cytoplasmic (NC) ratio (very little cytoplasm). Chromatin clusters can be seen near the edges 
of the nucleus. Inside this nucleus, a single large nucleolus can generally be found. The cytoplasm (c) 
is light-colored (Figure 6). Oogonia stem from germinal cells through gonial mitosis. They can be 
found alone or in a germinal niche within the germinal epithelium, accompanied by somatic cells 
(som). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

  
 
 
 
 
 
 
  

Figure 6 : Germinal niche surrounded in connective tissue (ct) with oogonia (og) and their apparent, 
decondensed, nucleus with a single large nucleolus (nl) and clusters of chromatin (chrom). Light-
colored cytoplasm (c). Presence of somatic cells (som) and blood vessels (bv) 

c 

chrom 

Average size 
 
og : 6.20 µm (± 1.30µm) 

ct 

Identification : It is uncommon to fall on this very small sized cell. The nucleus is light-gray and 

fully apparent while the cytoplasm is barely visible and very light-colored. A single light-
colored and smooth nucleolus can be present. The diameter of the nucleus of an oogonium is greater 
than the surface area of the cytoplasm (>50 %). 
 

Figure 7 : Oogonias (og) and their apparent 
decondensed nucleus and single nucleolus (nl) 

og 

nl 

nl 

som 

bv 

 

og 
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P ima  ooc e age 1 ( o1) 
 

A primary oocyte stage 1 (po1) has a darker cytoplasm (c) compared to an oogonium (og), 
with a smaller NC ratio. The diameter of the c toplasm is inferior or equal to 50 % of the nucleus  
diameter. The nucleus (N) is spherical, smooth, with the possibility of one or two visible nucleoli. It 
is sometimes possible to see lampbrush chromosomes inside the nucleus, typically found in immature 
diplotene oocytes. 
 
 
 
 
 
 
 
  

Average size 
 
po1 : 13.39 µm (± 3.40µm) 

Identification : This cell type is slightly bigger than an oogonium, but is still relatively small in 
size compared to the other cellular structures found inside the ovary. Falling on this follicle in 
stereology is still uncommon. The nucleus must be fully visible, smooth, and the cytoplasm is 

darkly-colored. The nucleus diameter of a po1 is superior to 50 % of the c toplasm s diameter, 
and can contain up to 2 nucleoli. If there is a hesitation between a po1 and a po2, the cell size can 
be taken into consideration. Somatic cells (som) may be seen nearby. 
 

nl 

som 

Figure 8 : Primary oocyte stage 1 (po1) with a spherical 
and smooth nucleus (N) and two nucleoli (nl). The 
cytoplasm (c) is darker compared to that of an 
oogonium. Somatic cells (som) and blood cells (bv) are 
nearby 

N 

Figure 9 : Two primary oocytes stage 1 (po1) 
near a primary stage oocyte stage 2 (po2). po1 
have a spherical and smooth nucleus (N) with a 
single nucleolus (nl). The cytoplasm (c) is darker 
compared to that of an oogonium (og) 

N 

nl 

N 

c 

po2 

c 

bv 
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P ima  ooc e age 2 ( o2) 
 
 

A primary oocyte stage 2 (po2) has a dark colored cytoplasm (c), with a high NC ratio. The 
diameter of the cytoplasm is superior or equal to 50 % of the nucleus  diameter. The nucleus (N) is 
spherical, smooth, with the possibility of multiple nucleoli. They vary in sizes and are present along 
the nuclear envelope. It is sometimes possible to see lampbrush chromosomes inside the nucleus, 
typically found in immature diplotene oocytes. 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
  

Figure 10 : A po2 with a spherical and smooth 
nucleus (N) filled with multiple nucleoli (nl) 
along the inside of its nuclear envelope, inside 
the cytoplasm (c). A somatic cell (som) is seen 
in the theca (T) 
 

nl 

Average size 
 
po2 : 45.36 µm (± 10.48 µm) 

Identification : This ovarian follicle varies in size, between the po1 and cao stage. The nucleus 

must be fully visible, smooth, and the cytoplasm is darkly-colored. The nucleus diameter of a 
po2 is inferior or equal to 50 % of the c toplasm s diameter, and can contain multiple nucleoli of 

different sizes against the nuclear envelope. If there is a hesitation between a po1 and a po2, the 
cell size can be taken into consideration. 
 

Figure 11 : Two po2, with spherical and smooth nucleus (N) filled with 
multiple nucleoli (nl). The cytoplasm (c) is large and homogenous 
 

N 
c 

nl 

N 
c 

c 

N 

T 

som 
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 Li id d o le  ooc e (ldo) 
  

Before reaching the cortical alveoli (cao) stage, the follicle will grow in size and accumulate 
lipid droplets (ld) in its cytoplasm (c). These lipid droplets first appear along the outer periphery of 
the cytoplasm. They will later gather around the nucleus (N). The nucleus is smooth, round and 
contains multiple nucleoli (nl) against its nuclear membrane. Staining follicles Alcian blue shows that 
the vesicles in the cytoplasm are unstained : they do not contain acidic polysaccharides and probably 
consist in lipid droplets. Lampbrush chromosomes may sometimes be seen in the nucleus. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Identification : A lipid droplet oocyte (ldo) is characterized by a 
smooth and round nucleus with multiple nucleoli along its nuclear 
membrane. White lipid droplets are present in the cytoplasm.  
 

Average size 
 
ldo :  67.34µm (±11.28µm) 

Figure 12 : Lipid droplet oocytes (ldo) with white lipid droplets (ld) in the cytoplasm (c). The 
nucleus (N) is round and smooth and holds multiple nucleoli (nl) along its nuclear envelope, 
surrounded by a theca (T) 

nl 

ld 

N 
c 

c 

N 

T 
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 Co ical al eoli ooc e (cao) 
  

An oocyte with cortical alveoli (cao) is defined by the first appearance of cortical alveoli (CA) 
in the cytoplasm (c), on the periphery of the oocyte, under the somatic cells layer. The nucleus (N) is 
in the center of the cytoplasmic mass, with a smooth or slightly scalloped nuclear envelope and 
multiple nucleoli (nl) against it. Sometimes, it is possible to see lampbrush chromosomes (chr) inside 
the nucleus, typically found in immature diplotene oocytes. 

As the cao matures, the CA and lipid droplets (ld) will grow in size and take more place inside 
the cytoplasm, with small CA against the outer periphery in the cytoplasm. At this point, the nucleus 
is scalloped and filled with multiple nucleoli against the nuclear envelope. 

The oolemma will start to grow and the zona radiata (zr) will start developing between the 
cytoplasm and the follicular cells (fc) + theca (T). The zona radiata (zr) is thin and green/yellowish 
(not acidophilus).  

The CA will appear in the outer periphery of the outer cytoplasm. Only the Alcian blue 
coloration, which gives them blue color, allows us to differentiate perfectly them from other structure.  
With the trichrome stain, it is possible to observe some CA, with a turquoise blue coloring.  

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Average size 
 
cao : 152.99 µm (± 31.65µm) 
 
zr : 1.76 µm (± 0.42µm) 

Identification : An oocyte with cortical alveoli is primarily defined by a the presence of cortical 

alveoli in the cytoplasm, with a  first appearance on the outer periphery of the cytoplasm. The 

nucleus in the center of the follicle contains multiple nucleoli along its scalloped nuclear 

envelope.  
 

Figure 13 : Cortical alveoli oocyte (cao) with a scalloped nucleus (N) holding multiple nucleoli 
(nl) and lampbrush chromosomes (chr). Cortical alveoli (CA) and lipid droplets (ld) build-up in 
the cytoplasm (c) and the zona radiata (zr) forms 

N 

nl 

CA 

chr c 

ld 

zr 
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N 

Figure 15 : Cortical alveoli oocytes (cao) Alcian blue stained to highlight the cortical alveoli (CA) 
in purple-blue. cao have a scalloped nucleus (N) holding multiple nucleoli (nl). CA build-up in the 
cytoplasm (c) near the outer periphery of the follicle while lipid droplets (ld) gather around the N. 
The zona radiata (zr) is forming under the theca (T) 

Figure 14 : Cell wall of an oocyte with cortical alveoli (cao), with Gabe s trichrome stain to give 
a turquoise blue color to the cortical alveoli (CA). The nucleus (N) is scalloped and contains 
multiple nucleoli (nl) along its nuclear envelope. Lampbrush chromosomes can be seen (chr). 
Large lipid droplets (ld) start to build-up around the N, in the cytoplasm (c). Cortical alveoli (CA) 
start to form on the periphery of the cytoplasm, under the green zona radiata (zr) that is beginning 
to grow under the theca (T) 

c 

ld  

zr 

zr 

CA 

c 

chr  

nl 

T 

 

N 

c 

N 

CA 

T 

nl 

ld 
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Ooc e in ea l  i ellogene i  ( g1) 
 

An oocyte at the beginning of the vitellogenic stage (vtg1) is defined by the presence of vitellus 
droplets (vd), pink eosinophilic droplets, that form in the periphery of the cytoplasm (c), under the 
somatic cell layer. The zona radiata (zr) will thicken but keep a green tint. The nucleus (N) is still 
centered in the follicle, with multiple nucleoli (nl) along the scalloped nuclear envelope.  

As the cell matures, lipid droplets (ld) around the N, cortical alveoli (CA) in the outer periphery 
of the cytoplasm and vitellus droplets (vd) in the cytoplasm between the ld and CA, will grow in size. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Figure 16 : An early stage vtg1 oocyte, with a scalloped nucleus (N) containing multiple nucleoli 
(nl) and lampbrush chromosomes (chr). Vitellus droplets (vd) form on the outer periphery of the 
cytoplasm (c) amongst the cortical alveoli (CA) under the green zona radiata (zr) under a layer of 
somatic cells forming the theca (T). Large lipid droplets (ld) aggregate around the N 

vd 

nl 

Average size 
 
vtg1 : 238.72 µm (± 30.55µm) 
 
zr : 3.39 µm (± 0.85µm) 

Identification : This oocyte in early vitellogenesis is identifiable by 
the appearance of pink vitellus droplets in the outer periphery of 

the cytoplasm. At the first appearance of a vitellus droplet, the 
oocyte is considered to be in the vtg1 stage, even if the nucleus (N) 

is not visible. The nucleus is still scalloped and centered inside the 

follicle, containing multiple the nucleoli. Vitellus droplets usually 

run along the edge of the inner cell wall, along the zona radiata (zr) 
and amongst the cortical alveoli (CA). The zona radiata (zr) is 

small and green, as it thickens under the Theca (T).  
 

c 

ld 

N 

zr 

T 

chr 

CA 
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Figure 18 : Cell wall of a vtg1 oocyte with a scalloped nucleus (N) containing multiple nucleoli 
(nl) and lampbrush chromosomes (chr). Vitellus droplets (vd) form on the outer periphery of the 
cytoplasm (c), amongst the cortical alveoli (CA) under the zona radiata (zr) that is starting to take 
a pink tint under theca (T). Large lipid droplets (ld) aggregate around the N 

zr 

N vd 
c 

ld 

nl 

c 

N 

Figure 17 : A late stage vtg1 
oocyte, with a scalloped nucleus 
(N) envelope containing 
multiple nucleoli (nl) and 
lampbrush chromosomes (chr). 
Vitellus droplets (vd) fill the 
cytoplasm (c) from the he outer 
periphery, amongst the cortical 
alveoli (CA) under the zona 

radiata (zr) that is starting to 
take a pink tint under theca (T). 
Large lipid droplets (ld) 
aggregate around the N 
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nl 
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zr 

T 
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CA 
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zr 

vd 

ld 

nl 

T 

Ooc e in i ellogene i  age 2 ( g2) 
 

During the vitg2 stage, the zona radiata (zr) thickens and becomes striated as it takes on a pink 
tinge. The vitellus droplets (vd) will take up the entire space inside the follicle as they start to fuse 
together and grow in size. The lipid droplets (ld) fuse together into larger masses. The nucleus (N) is 
still scalloped and contains multiple nucleoli (nl). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Average size 
 
vtg2 : 330.94 µm (± 61.21µm) 
 
zr : 6.57 µm (± 1.25µm) 

Identification : A vtg2 oocyte is defined by a pink, thick, and 

slightly striated zr, as well as small to medium sized vitellus 

droplets (vd) that take up the entire space inside the follicle. Lipid 
droplets (ld) have fused into bigger masses. It is preferable, but not 
mandatory for the nucleus to be visible. 

Figure 19 : Stage vtg2 oocyte, with a scalloped nucleus (N) containing multiple nucleoli (nl). The 
zona radiata (zr) is pink and slightly striated. Medium sized vitellus droplets (vd) take up the entire 
space inside the follicle. Large lipid droplets (ld) are also present 
 

N 
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zr 
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vi 

vd 

N nl 

ld 

Ooc e in h d a ion (oih) 
 

During the oih stage, the nucleus (N) migrates and progressivel  approaches the ooc te s 
periphery until it is pushed up against the zona radiata. The vitellus droplets (vd) become turquoise 
blue and gradually fuse together, giving way to zones of homogeneous basophilic vitellus (vi) 
(turquoise blue areas). The zona radiata (zr) is pink, striated and at its thickest. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Average size 
 

oih : 495.45 µm (± 29.01µm) 
 
zr : 9.03 µm (± 1.06µm) 

Identification : The vd fuse to become turquoise blue and to break 
down to form a zone of homogeneous vitellus (turquoise blue 

areas). The zona radiata will be pink, striated and at its thickest. The 
nucleus can sometimes be seen, but its visibility is not mandatory for 
the identification of this stage. 
 

Figure 20 : Oocyte in hydration (oih) with a pink zona radiata (zr) 
under the theca (T). The scalloped nucleus (N) has nucleoli (nl). 
Vitellus droplets (vd) fuse and break down into a homogeneous 
vitellus (vi), and large lipid droplets (ld) are present 
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zr 
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vd 

N 

nl 

vd 
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Figure 21 : Cell wall of an oocyte in hydration (oih) with a pink, thick 
and striated zona radiata (zr) under the theca (T). The scalloped 
nucleus (N) has nucleoli (nl). Vitellus droplets (vd) fuse and break 
down into a homogeneous vitellus (vi), and large lipid droplets (ld) 
are present 
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T
 

vi

zr

H d a ed ooc e (ho) 
 

A hydrated oocyte (oh) is defined by a turquoise blue homogeneous vitellus (vi) that takes up 
the entire volume of the oocyte. A few lipid droplets (ld) can sometimes be seen near the thick and 
striated zona radiata (zr). 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Average size 
 

ho : 579.77 µm (± 61.12µm) 
 
zr : 4.01 µm (± 0.63µm) 

Identification : Biggest cell type found in the ovary. Because of the 
dehydration process, this type of oocyte doesn t always have a 
smooth and circular shape, and the theca (T) may be detached from 
the zona radiata (zr). Whether this oocyte has been discharged 
from its follicle in the lamella or not, this cell type will be 
categorized as oh. The zr is pink, thick and striated, and the 
oocyte is filled entirely with homogeneous vitellus (turquoise 

blue color).  
 

Figure 22 : Hydrated oocyte (oh) that has not been 
discharged still encased within its theca (T), with a 
homogeneous vitellus (vi) and a thick, pink and striated 
zona radiata (zr) 
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T 
vd  

bv

mc 
vd  

Po -O la o  Follicle (POF) 
 

A Post-Ovulatory Follicle (POF) may show signs of lysis, with the presence of macrophage 
cells (cm) inside their cavity. A POF indicates that a hydrated oocyte (oh) has been discharged into 
the lumen. A POF is composed of all the somatic tissues of the follicle (theca (T) and follicular cells 
(fc)) left behind after the mature oocyte (oh) has been discharged into the lumen. Their green dye is 
identical to that of connective tissue (ct). Be careful not to put a POF into the ct category. POF vary 
in size and shape and are essentially empty sockets that have receded onto themselves. 

 

 

 

  

Identification : A POF is a sack of somatic tissue that may be identified by the presence of 

macrophage cells inside its cavity. Macrophage cells (mc) are very small, gray tinged, and are 
often found clustered together. A POF will vary greatly in size and shape and can easily be mistaken 
with connective tissue (ct). 
 

Figure 23 : Post-Ovulatory Follicle (POF), with the theca (T) left behind, with 
blood vessels (bv). Macrophage cells (mc) are present in the POF s cavit  
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A e ia (aoA & aoB) and L i  (L) 
 

Torres-Martìnez et al. (2017) defined atresia as the degeneration, reabsorption, or even 
ablation, of ovarian follicles. In general, the first sign of atresia is the degeneration of the germinal 
vesicle of the oocyte, followed by the fragmentation of the zona radiata (zr) that will take an irregular 
appearance. This will lead to an hypertrophy of the follicular cells. There can be cell differentiations 
of the follicular cells (fc) into phagocytes and/or macrophages (mc).  
 

In this study, we will define two types of atresia. Oocytes in early atresia (aoA) and oocytes in 
late atresia (aoB). aoA are all germinal cells in lysis, from the oogonium (og) stage until the 
undischarged hydrated oocyte (oh) stage. They will always be encased in somatic cells (follicular 
cells (fc) and/or theca (T)). aoB are all hydrated oocytes in lysis that have been discharged, and are 
thus not encased in somatic cells anymore. Since an aoB is a cellular structure in lysis in the middle 
of the lumen, their shapes will often be warped, scattered and surrounded by lysis (L). 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

Figure 24 : Oocyte in early atresia (aoA). The oocyte has not 
been discharged into the lumen, and the follicle is still encased 
by its theca (T). the zona radiata (zr) is distorted and 
macrophage cells (mc) can be seen between the zr and T 

zr 

T 

Identification : An aoA is a follicle in lysis. This means that the oocyte is still encased inside a 

theca, within the ovarian lamella, but is undergoing lysis : degeneration of the germinal vesicle 
of the oocyte, fragmentation of the zona radiata (zr) with an irregular appearance, hypertrophy of 
follicular cells. Phagocytes and/or macrophages (mc) may be present between the Theca (T) and 
the zr. 

 

mc 
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N/A 

Identification : An oaB is a discharged follicle in lysis. This means that the oocyte is in the lumen 

without a theca and is undergoing lysis. The mature follicle may show fragmentation of its zona 
radiata (zr) that will take an irregular appearance. Possible presence of macrophage cells lysis. 

 

Figure 25 : oaB  

T 

mc 

lumen 

ct/germinal epithelium 
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Figure 26 : Lysis (L) in the lumen 

L 

lumen 

Identification : Lysis can be difficult to identify, especially with the presence of atresia. They can 
be found anywhere inside the gonad, at any maturity phase. This cluster of cells in lysis can 
contain macrophages, are of different shapes and sizes, and do not possess a theca and/or zona 

radiata 

lumen 
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Connec i e i e (c ) & Gonadal all (g )   
 

The connective tissue (ct) links all ovarian structures together to form the ovarian lamellas. 
Follicles can be found inside the ovarian lamellas, encased in ct.  

With the trichrome stain, connective tissue (ct) is made of green-colored cells, just like the cells 
that make up the gonad wall (gw). Gonad wall cells are muscular tissue while ct is not.  

The gonad wall (gw) will have the same green tint as the ct. Muscle bundles and blood vessels 
(bv) can be found in the gw. 
 
 
 
  

gw 

bv 

Figure 27 : Cross section of a red striped mullet ovary 
with its gonad wall (gw). The ovarian lamellas are held 
together by connective tissue (ct), delimiting the lumen 

and the outside of the ovary. Blood vessels (bv) and 
muscle bundles can be seen 

Outside 

of 

ovary 

ct 

muscle bundle 
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Blood e el (b ) 
 

Blood vessels (bv) are numerous and of variable diameter, with a size that can vary from that 
of a single cell to over 100µm.  

 Found within a follicle s theca (T) or the gonad wall (gw), blood vessels (bv) are identifiable 
by the presence of blood cells (small red cells with a darker nucleus). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

bv 

Figure 28 : Presence of blood vessels (bv) in the theca 
(T) of a cao, as well as in the germinal epithelium of 
the lamella 

Germinal epithelium 

lumen 



                  April 2023 
27 

Bibliog a h  
 
Anderson, E., 1969. Oocyte-follicle Cell Differentiation in Two Species of Amphineurans (Mollusca), 
Mopalia mucosa and Chaetopleura apiculata. J. Morphol. 129, 89-126. 
 

Anderson, E., 1968. Cortical alveoli formation and vitellogenesis during oocyte differentiation in the 
Pipefish, Syngnathus fuscus, and the Killifish, Fundulus heteroclitus. J. Morphol. 125, 23-60. 
 
Aragón, L., Aranda, G., Santos, A., Medina, A., 2010. Quantification of ovarian follicles in bluefin 
tuna Thunnus thynnus by two stereological methods. J. Fish Biol. 77, 719-730. 
 
Brown-Peterson, N.J., Wyanski, D.M., Saborido-Rey, F., Macewicz, B.J., Lowerre-Barbieri, 
S.K., 2011. A Standardized Terminology for Describing Reproductive Development in Fishes. Mar. 
Coast. Fish. 3, 52-70. 
 
Domínguez-Castanedo, O., Uribe, M.C., Rosales-Torres, A.M., 2016. Morphological development 
of the structures related to annualism in the ovarian follicle of the killifish Millerichthys robustus 

(Costa,1995) (Teleostei: Cyprinodontiformes). J. Morphol. 277, 1219-1230. 
 
Gabe, M., 1968. Techniques Histologiques, 2ème ed. Masson et C., Paris. 

 
ICES, 2008. Report of the Workshop on Maturity Ogive Estimation for Stock Assessment (WKMOG), 
3-6 June 2008, Lisbon, Portugal. ICES CM2008/ACOM:33. 72 pp. 
 
ICES, 2010. Report of the ICES/HELCOM Workshop on Flatfish in the Baltic Sea (WKFLABA), 8-
11 November 2010, Öregrund, Sweden. ICES CM 2010/ACOM:68. 85pp. 
 
ICES, 2012 Report of the Workshop for maturity staging chairs (WKMATCH), 11-15 June 2012, 
Split, Croatia. ICES CM 2012/ACOM:58. 57 pp. 
 
ICES, 2018. Report of the Workshop for Advancing Sexual Maturity Staging in Fish (WKASMSF), 
30 April - 4 May 2018, ICES Headquarters, Copenhagen, Denmark. ICES CM/EOSG: 38. 75 pp. 
 
ICES, 2019. Working Group on Biological Parameters (WGBIOP), 7-10 October 2019, Lisbon, 
Portugal. ICES Scientific Reports. 1:85. 93 pp. 
 
Lowerre-Barbieri, S.K., Brown-Peterson, N.J., Murua, H., Tomkiewicz, J., Wyanski, D.M., 
Saborido-Rey, F., 2011. Emerging Issues and Methodological Advances in Fisheries Reproductive 
Biology. Mar. Coast. Fish. 3, 32-51 
 
Robson, S.M., 2004. Age, growth, reproductive biology and population dynamics of the common 
megrim Lepidorhombus whiffiagonis (Walbaum, 1792) from off the west coast of Ireland.Unpublished 
thesis (Doctor of Philosophy in Fisheries Biology), Galway-Mayo Institute of Technology. 
 
Sauger, C., Quinquis, J., Dubroca, L., Parrad, S., Kellner, K., Heude-Berthelin, C., 2019. Sample 
collection protocol for the extraction of female gonads in the megrim (Lepidorhombus spp.) for 
maturity staging through histology. IFREMER, https://doi.org/10.13155/70724 
 



                  April 2023 
28 

Sauger, C., Dubroca, L., Villain-Naud, N., Kellner, K., Heude-Berthelin, C., Elie, N., 2020. 
Protocol for the determination of histological structures found in the ovaries and during the oogenesis 
of the megrim, Lepidorhombus whiffiagonis (Walbaum, 1792). IFREMER 

 

Torres-Martínez, A., Hernández-Franyutti, A., Uribe, M.C., Contreras-Sánchez, W.M., 2017. 
Ovarian structure and oogenesis of the extremophile viviparous teleost Poecilia mexicana 

(Poeciliidae) from an active sulfur spring cave in Southern Mexico. J. Morphol., Wiley Periodicals 
278, 1667-1681. 
 
Tyler, C.R., Sumpter, J.P., 1996. Oocyte growth and development in teleosts. Rev. Fish Biol. Fish., 
Chapman & Hall 6, 287-318.  



0 



Publication 6

Lexique ovogenèse de Lepidorhombus

whiffiagonis

Citation : Heude-Berthelin, C., Kellner, K., Sauger, C. (2023) «Lexicon of his-

tological structures found in the ovaries and during the oogenesis of the megrim, Lepido-

rhombus whiffiagonis (Walbaum, 1792)». DOI : https://doi.org/10.13155/75170

Résumé : Lexique décrivant les différentes structures et stades cellulaires de la lignée

germinal qui peuvent être retrouvés dans les ovaires de la cardine franche (Lepidorhombus

whiffiagonis). Ce document est le référentiel pour l’identification des cellules de la lignée

germinal lors des lectures stéréologiques des lames ovariennes de Lepidorhombus whiffia-

gonis. Lexique en anglais disponible en accès libre sur Archimer.

Contribution : Création, conception et rédaction du document avec prise des photos

et mesures des cellules. Mises à jour et publication des différentes versions.

141

https://doi.org/10.13155/75170


142



 
 
 
Lexicon of histological structures found in the ovaries 

and during the oogenesis of the megrim, 
Lepidorhombus whiffiagonis (Walbaum, 1792) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

HEUDE-BERTHELIN Clothilde 
KELLNER Kristell 
SAUGER Carine 

 
 

May 2023  

C. Sauger©  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cover photo: Picture of a female megrim (Lepidorhombus whiffiagonis). Personal collection. 
C. Sauger©  



Lexicon of histological structures found in the 
ovaries and during the oogenesis of the 
megrim, Lepidorhombus whiffiagonis 

(Walbaum, 1792) 
 

 

 

 

 
 
 
The digital version of this document is available on the Archimer Web site. 
 
The digital version of the reading protocol that accompanies this document is available on the 
Archimer Web site. 

 

 
 

Version Date Comments 

1.0 March 2020 Conception of the document 

1.1 April 2020 First review 

1.2 June 2020 Alcian blue review and ldo added 

2.0 April 2023 Added last germline cells + Summary sheets 

2.1 May 2023 Added aoB 

   

  



  



Summary 
 
 
Abbreviations ............................................................................................................................. 1 

Introduction ................................................................................................................................ 2 

Overall ovarian organization...................................................................................................... 5 

Decision Tree ............................................................................................................................. 7 

Follicle Summary Sheet ............................................................................................................. 8 

Oogonium (og) ........................................................................................................................... 9 

Primary oocyte stage 1 (po1) ................................................................................................... 10 

Primary oocyte stage 2 (po2) ................................................................................................... 11 

Lipid droplet oocyte (ldo) ........................................................................................................ 12 

Cortical alveoli oocyte (cao) .................................................................................................... 13 

Oocyte in early vitellogenesis (vtg1) ....................................................................................... 15 

Oocyte in vitellogenesis stage 2 (vtg2) .................................................................................... 17 

Oocyte in hydration (oih) ......................................................................................................... 19 

Hydrated oocyte (ho) ............................................................................................................... 20 

Post-Ovulatory Follicle (POF) ................................................................................................. 21 

Atresia (aoA & aoB) and Lysis (L) .......................................................................................... 22 

Connective tissue (ct) & Gonadal wall (gw)............................................................................ 25 

Blood vessel (bv) ..................................................................................................................... 26 

Bibliography ............................................................................................................................ 27 

 
 
 
 
 
 



                    May 2023 
1 

Abb e ia ion  
 
aoA : undischarged atretic oocyte 

aoB : discharged atretic oocyte 

bv : blood vessel 

CA : cortical alveoli 

cao : cortical alveoli oocyte 

chr : condensed chromosome 
chrom : chromatin 
ct : connective tissue 

E : unnatural emptiness (from the section’s cut) 
fc : follicular cell 
gw : gonadal wall 

ho : hydrated oocyte 

Is : Intercellular space 

L : lysis 

ld : lipid droplet 

ldo : lipid droplets oocyte 

mc : macrophage cell 

N : nucleus 

NC : Nucleo-Cytoplasmic 

nl : nucleolus 
og : oogonium 
oih : oocyte in hydration 

po1 : primary oocyte stage 1 

po2 : primary oocyte stage 2 

POF : Post-Ovulatory Follicle 

SI : sexually immature 

SM : sexually mature 

som : somatic cell 
T : theca 

U : undetermined structure 

vd : vitellus droplet 

vi : vitellus 

vtg1 : oocyte in stage 1 of vitellogenesis 

vtg2 : oocyte in stage 2 of vitellogenesis 

vtg3 : oocyte in stage 3 of vitellogenesis 

zr : zona radiata 
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In od c ion 
 

During this study, the terminology used was that of Brown-Peterson et al. (2011), following 
the criteria set by the working groups of the International Council for the Exploration of the Sea (ICES) 
that described the different maturity phases for European stock species (ICES 2008, 2010, 2012, 2018, 
2019). 
 

For the description of the female germinal cells that will become gametes, the terms oogonia 
(before meiosis) or oocyte (meiosis has begun) will be used. An oocyte is characterized by an ooplasm 
encased in an oolemma (plasmic membrane) (Tyler and Sumpter, 1996). A zona radiata will also be 
present once the cell becomes dependent on follicle-stimulating hormone (FSH).  
 

The term follicle will be used to designate an oocyte encased in somatic cells: follicular cells 
and theca cells (Tyler and Sumpter, 1996).  
 

For the description of geminal cells development, the term stage will be used to designate the 
different gametogenesis stages (Brown-Peterson et al., 2011) : 

 Oogonia   
 Primary growth oocytes 
 Secondary growth oocytes 
 Oocyte maturation  
 Ovulation stage 

 
The sexual maturity cycle (Figure 1) is split into two states. The Sexually Immature (SI) state and the 
Sexually Mature (SM) state. The terminology phase will be used for the gonadal development.  The 
reproduction cycle of fish is divided into seven phases (Brown-Peterson et al., 2011; ICES, 2012; 
2018).  

 Immature  
 Developing  
 Spawning  
 Regressing  
 Regenerating  
 Omitted spawning  
 Abnormal  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sub-divisions/Sub-phases (Ba, Bb, Ca, Cb, Da, Db) should be used for specific particularities, 
meaning that their use is optional and must be evaluated for each species (ICES, 2012). 
 
 

Figure 1 : Different phases found in the teleost 
maturation cycle, from the ICES (2018). The 
phases being: Immature (A), Developing (B), 
Spawning (C), Regressing/Regenerating (D), 
Skipped spawning (E) and Abnormal (F) 



                    May 2023 
3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

For the histological slides, fresh ovaries were placed in a Davidson solution before their 
inclusion in paraffin. 3 µm thick sections were cut using a microtome (HM330) and were either 
trichrome stained with a Prenant-Gabe (Gabe, 1968) solution or Alcian blue stained. 

 
The histological pictures found in this lexicon were taken with a Nikon Eclipse 80i microscope 

using the NIS-Elements D (v. 5.02.03) software. Mean cell diameters and mean zona radiata widths 
were taken with an Olympus AX70 microscope using the Olympus CellSens© software, on a minimum 
of 20 oocytes found throughout multiple slides.  

Table 1 : Macroscopic and microscopic descriptions of the phases in the reproductive 
cycle of female fish, from Brown-Peterson et al. (2011). Timing within each phase is 
species dependent. Some criteria listed for phases may vary depending on species, 
reproductive strategy, or water temperature. Subphases that apply to all fishes are listed; 
additional subphases can be defined by individual researchers. With CA = cortical alveoli, 
GVBD = germinal vesicle breakdown, GVM = germinal vesicle migration, OM = oocyte 
maturation, PG = primary growth, POF = post-ovulatory follicle complex, Vtg1 = primary 
vitellogenic, Vtg2 = secondary vitellogenic and Vtg3 = tertiary vitellogenic 
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As seen in Table 1, different phases are correlated with the presence or absence of specific cell 
types. Following the terminologies and definitions of Brown-Peterson et al. (2011) and the ICES 
(2012; 2018). For the red striped mullet (Mullus surmuletus), the different cell types described in this 
work will be shown in bold (og, po1, po2, ldo, cao, vtg1, vtg2, oih, ho, POF) while their matching 
Figures will be indicated in italic.  
 
 Oogonium stage :  

- oogonium (og) (Figure 6 & 7) 
 
 Primary growth oocytes :  

- Primary stage 1 oocyte (po1) (Figures 8 & 9) 
- Primary stage 2 oocyte (po2) (Figures 10 & 11) 
- Lipid droplets oocytes (ldo) (Figure 12) 

 
 Secondary growth oocytes :  

- cortical alveoli oocytes with lipid droplets (cao) (Figures 13 to 15) 
- vitellogenic oocytes  

o subphase vtg1 : vtg1 (Figures 16 to 18)  
o subphase vtg2 : vtg2 (Figures 19 & 20) 

 
 Oocyte maturation : 

- nucleus migration :  
- germinal vesicle breakdown : oocyte enters metaphase I of meiosis 
- vitellus coalescence : oocyte in hydration (oih) (Figure 21) 
- hydration : hydrated oocytes (ho) (Figure 22) 

 
Ovulation stage : discharge of the hydrated oocytes into the ovary’s lumen, leaving behind a post-

ovulatory follicle (POF) (Figure 23)  

 

Figure 2 : Determination key of the different female germinal cells that can be found in the 
ovaries of Lepidorhombus whiffiagonis at different oogenesis stages. With average oogonium 
and oocyte diameters (µm ± standard deviation), and zona radiata widths (µm ± standard 
deviation) 
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O e all o a ian o gani a ion 
  

The megrim is a total spawner species, meaning that the females will release all of their 
oocytes as a unique event during the breeding season.  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Criteria like the gonad wall (gw) thickness, connective tissue (ct) quantity, gonad 
vascularization (bv) or the surface area of the lumen, will depend on the maturity phase the fish is in.  
The histological cross sections will visually be quite different, with oocytes at various stages of 
gametogenesis.  
 

Each gonad is organized concentrically (Figure 4 and Figure 5), with the ovarian lamellas 
delimited by the germinal epithelium. The germinal cells (oogonia and oocytes) are found within these 
ovarian lamellas, inside follicles, at different stages of ovogenesis. The connective tissue (ct) will hold 
the germinal cells together, and the gonad wall (gw) can vary in thickness. Finally, the lumen is the 
naturally empty space found between the germinal epithelium lamellas inside the ovary.   
  

Figure 4 : Overall organization of a cross section of a 
megrim ovary, with the gonad wall (gw), the lumen, and 
a folded germinal epithelium, that makes the ovarian 

lamella, filled with oocytes held together by connective 
tissue (ct) 

Figure 3 : Dissected megrim, 
Lepidorhombus whiffiagonis, 
with the dorsal ovary uncovered 

dorsal ovary 

lumen 

gw 

germinal epithelium 

ct 
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Figure 5 : Partial view of a megrim ovary cross section, with the gonad wall 
(gw), the lumen, and oocytes in follicles held together by connective tissue (ct), 
organized inside ovarian lamellas 

gw 

ovarian follicles 

ct / germinal 

epithelium 

lumen 
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Deci ion T ee  
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Follicle S mma  Shee  
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Oogoni m (og) 
 

An oogonium (og) has a pale nucleus (N), due to low chromosome condensation, and a high 
nucleo-cytoplasmic (NC) ratio (very little cytoplasm). Chromatin clusters can be seen near the edges 
of the nucleus. Inside this nucleus, a single large nucleolus can generally be found. The cytoplasm (c) 
is light-colored (Figure 6). Oogonia stem from germinal cells through gonial mitosis. They can be 
found alone or in a germinal niche within the germinal epithelium, accompanied by somatic cells 
(som). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
  

Figure 6 : Germinal niche with oogonia (og) and their 
apparent, decondensed, nucleus (N) with a single large 
nucleolus (nl) and clusters of chromatin (chrom). Light-
colored cytoplasm (c). Presence of somatic cells (som) 

som 

c 
nl 

chrom 

Average size 
 
og : 7.44µm (±1.31µm) 

ct 

Identification : It is uncommon to fall on this very small sized cell. The nucleus is light-gray and 

fully apparent while the cytoplasm is barely visible and very light-colored. A single light-
colored and smooth nucleolus can be present. The diameter of the nucleus of an oogonium is greater 
than the surface area of the cytoplasm (>50 %). 
 

Figure 7 : Oogonia (og) and their apparent, decondensed, nucleus 
(N) with a single large nucleolus (nl) and clusters of chromatin 
(chrom). Light-colored cytoplasm (c). 

nl 

c 
chrom 

og 

c 
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P ima  ooc e age 1 ( o1) 
 

A primary oocyte stage 1 (po1) has a darker cytoplasm (c) compared to an oogonium (og), 
with a smaller NC ratio. The diameter of the cytoplasm is inferior or equal to 50 % of the nucleus’ 
diameter. The nucleus (N) is spherical, smooth, with the possibility of one or two visible nucleolus. 
 
 
 
 
 
 
 
  

Average size 
 
po1 : 27.18µm (±7.05µm) 

Identification : This cell type is slightly bigger than an oogonium, but is still relatively small in 
size compared to the other cellular structures found inside the ovary. Falling on this follicle in 
stereology is still uncommon. The nucleus must be fully visible, smooth, and the cytoplasm is 

darkly-colored. The nucleus diameter of a po1 is inferior or equal to 50 % of the cytoplasm’s 
diameter, and can contain up to 2 nucleolus. If there is a hesitation between a po1 and a po2, the 
cell size can be taken into consideration.  
 

nl 
c 

Figure 8 : Primary 
oocyte stage 1 (po1) 
with a spherical and 
smooth nucleus (N) 
with two nucleolus 
(nl). The cytoplasm 
(c) is darker 
compared to that of an 
oogonium (og). 
Somatic cells (som) 
can be seen 

N 

Figure 9 : Three primary oocyte stage 1 (po1) 
with a spherical and smooth nucleus (N) with a 
single, or two, nucleolus (nl). The cytoplasm (c) 
is darker compared to an oogonium (og) 

c 

N 

som 

nl 

N 

N 

c 

c 
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P ima  ooc e age 2 ( o2) 
 

A primary oocyte stage 2 (po2) dark cytoplasm (c), with a high NC ratio. The diameter of the 
cytoplasm is superior to 50 % of the nucleus’ diameter. The nucleus (N) is spherical, smooth, with the 
possibility of more than 3 large visible nucleolus present along the nuclear envelope. It is sometimes 
possible to see lampbrush chromosomes inside the nucleus, typically found in immature diplotene 
oocytes. 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
  

Figure 10 : A po2, with a spherical and smooth 
nucleus (N) filled with multiple nucleoli (nl) 
along the inside of its nuclear envelope, inside 
the cytoplasm (c) 
 

nl 

N 

Average size 
 
po2 : 58.61µm (±9.27µm) 

c 

Identification : This ovarian follicle varies in size, between the po1 and cao stage. The nucleus 

must be fully visible, smooth, and the cytoplasm is darkly-colored. The nucleus diameter of a 
po2 is superior to 50 % of the cytoplasm’s diameter, and can contain 3 or more large nucleoli 

against the nuclear envelope. If there is a hesitation between a po1 and a po2, the cell size can be 
taken into consideration. 
 

Figure 11 : A po2, with a spherical and 
smooth nucleus (N) filled with multiple 
nucleoli (nl) along its nuclear envelope. 
The theca (T) encases the cytoplasm (c) 
 

T 

N 

c 
nl 

N 

N 

N 

c 

c 

c 
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 Li id d o le  ooc e (ldo) 

 

 

 Before reaching the cortical alveoli (cao) stage, the follicle will grow in size and accumulate 
lipid droplets (ld) in its cytoplasm (c). These lipid droplets first appear along the outer periphery of 
the cytoplasm. They will then gather around the nucleus (N). The nucleus is smooth, round and 
contains multiple nucleoli (nl) against its nuclear membrane. Staining follicles Alcian blue shows 
that the vesicles in the cytoplasm are unstained : they do not contain acidic polysaccharides and 
probably consist in lipid droplets 
 
 
 
 
 
 

 

  

nl 

Figure 12 : A lipid droplet oocyte 1)  trichrome stained and 2) Alcian blue stained. Lipid droplet 
oocytes (ldo) with lipid droplets (ld) in the cytoplasm (c). The nucleus (N) is round and smooth 
and holds multiple nucleoli (nl) along its nuclear envelope 

ld 

c 

N 

Average size 
 
ldo : 89.10µm (±10.81µm) 

Identification : A lipid droplet oocyte (ldo) is characterized by a 
smooth and round nucleus with multiple nucleoli along its nuclear 

membrane. White lipid droplets are present in the cytoplasm.  
 

N 

c 

1) 2) 
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 Co ical al eoli ooc e (cao)  

 

 
An oocyte with cortical alveoli (cao) is defined by a first appearance of cortical alveoli (CA) 

in the cytoplasm (c), on the periphery of the oocyte, under the somatic cells layer. The nucleus (N) is 
in the center of the cytoplasmic mass, with a smooth nuclear envelope and multiple nucleoli (nl) 
against it.  

As the cao matures, the CA and lipid droplets (ld) will grow in size and take more place inside 
the cytoplasm, with the CA against the outer periphery in the cytoplasm while de ld are centered 
around the nucleus. At this point, the nucleus is scalloped and filled with multiple nucleoli against the 
nuclear envelope. 

The somatic cell layer (som) will start to grow and the zona radiata (zr) will start to form. 
Sometimes, it is possible to see lampbrush chromosomes (chr) inside the nucleus, typically found in 
immature diplotene oocytes. 

 
The CA will take a lot of space inside the cytoplasm and can be mistaken with lipid droplets 

(Anderson, 1968 ; Tyler et Sumpter, 1996). The CA will appear in the outer periphery of the outer 
cytoplasm. The Alcian blue coloration, as well as the trichrome stain, allows us to differentiate them 
from lipid droplets. With the trichrome stain, the CA will take a mint color, while they will take a 
purple color with the Alcian blue stain (cf Figure 14), revealing the presence of acidic polysaccharides. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Average size 
 
cao : 161.90µm (±40.21µm) 
 
zr : 1.17µm (±0.29µm) 

Identification : An oocyte with cortical alveoli is primarily defined by a the presence of cortical 

alveoli in the cytoplasm, with a  first appearance on the outer periphery of the cytoplasm. The 

nucleus in the center of the follicle contains multiple nucleoli along its nuclear envelope, and the 

nuclear envelope will become scalloped as the cell approaches the vitellogenic stage. It is 
possible to see condensed chromosomes (small irregular dark-gray lines inside the nucleus). 
 

Figure 13 : Cortical alveoli oocyte 
(cao) with a smooth nucleus (N) 
holding multiple nucleoli (nl) and 
lampbrush chromosomes (chr). 
Cortical alveoli (CA) and lipid droplets 
(ld) build-up in the cytoplasm (c) 

N 

nl 

CA  

chr 

c 

ld 
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  N 

Figure 14 : Cortical alveoli (CA) will come out mint colored with a 1) Gabe trichrome stain, and 
dark blue with a 2) Alcian blue stain.  Here, the cortical alveoli oocytes (cao) have a scalloped 
nucleus (N) holding multiple nucleoli (nl). Cortical alveoli (CA) build-up in the cytoplasm (c) near 
the outer periphery of the follicle while lipid droplets (ld) gather around the N. Presence of blood 
vessels (bv) 

Figure 15 : Cell wall of an oocyte with cortical alveoli (cao) appearing. The nucleus 
(N) is starting to scallop and contains multiple nucleoli (nl) along its nuclear envelope. 
Lipid droplets (ld) build-up around the N, in the cytoplasm (c). Cortical alveoli (CA) 
start to form on the periphery of the cytoplasm, under the somatic cell layer (som) that 
is beginning to grow, with presence of a green zona radiata (zr) and follicular cells (fc) 
under the theca (T) 

nl 

N 

c 

ld  

fc 

 

T 

 

som 

 

nl 

CA  

CA 

bv 

ld 

c 

N c 

1) 2) 

zr 
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Ooc e in ea l  i ellogene i  ( g1) 
 

An oocyte at the beginning of the vitellogenic stage (vtg1) is defined by the presence of vitellus 
droplets (vd), pink eosinophilic droplets, that form in the periphery of the cytoplasm (c), under the 
somatic cell layer. The zona radiata (zr) will start developing between the cytoplasm and the follicular 
cells (fc) + theca (T). The zona radiata (zr) is thin and green (not acidophilus). The nucleus (N) is still 
centered in the follicle, with multiple nucleoli (nl) along the scalloped nuclear envelope.  

 
As the cell matures, the vitellus droplets (vd), lipid droplets (ld) and cortical alveoli (CA) will 

grow in size in the cytoplasm (c). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Figure 16 : A stage vtg1 oocyte, with a scalloped nucleus (N) envelope 
containing multiple nucleoli (nl). Vitellus droplets (vd) will form on the 
outer periphery of the cytoplasm (c). Large cortical alveoli (CA) and 
lipid droplets (ld) are also present. Gabe trichrome stain 

vd 

nl 

CA 

Average size 
 
vtg1 : 238.36µm (±36.50µm) 
 
zr : 1.89µm (0.37±µm) 

Identification : This oocyte in early vitellogenesis is recognizable by 
the appearance of a pink vitellus droplets in the outer periphery of 

the cytoplasm. At the first appearance of a vitellus droplet, the 
oocyte is considered to be in the vtg1 stage. The nucleus is scalloped 

and centered inside the follicle, containing multiple the nucleoli. 
Vitellus droplets will run along the edge of the inner cell wall, 
along the zona radiata (zr). The zona radiata (zr) is small and 

green, as it starts to grow under the Theca (T). Even if the nucleus is 
not visible, if vitellus droplets are visible, this follicle should be 
placed in the vtg1 category. 
 

c 

ld 

N 
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T 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

Figure 18 : Cell wall of a vtg1 oocyte with a scalloped nucleus 
(N) envelope containing multiple nucleoli (nl). Vitellus droplets 
(vd) form on the outer periphery of the cytoplasm (c), amongst 
the cortical alveoli (CA). Presence of lipid droplets (ld) in the c. 
Follicular cells (fc) are present in the theca (T), with the zona 

radiata (zr) under these cell layers. Presence of blood vessels 
(bv) near the T 

fc 

zr 

CA 

N 

nl 

bv 

c 

ld 

vd 

vd 

nl 

CA 

c 

ld 

N 

Figure 17 : A stage vtg1 oocyte, 
with a scalloped nucleus (N) 
envelope containing multiple 
nucleoli (nl). Vitellus droplets 
(vd) will form on the outer 
periphery of the cytoplasm (c). 
Large cortical alveoli (CA) and 
lipid droplets (ld) are also 
present. Alcian blue stained 
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zr 

vd 

ld 

nl 

T 

CA 

 

Ooc e in i ellogene i  age 2 ( g2) 
 

During the vtg2 stage, the zona radiata (zr) thickens and becomes striated as it takes on a pink 
tinge. The vitellus droplets (vd) will take up the entire space inside the follicle as they start to fuse 
together and grow in size. The lipid droplets (ld) fuse together into larger masses. The nucleus (N) is 
still scalloped and contains multiple nucleoli (nl).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Average size 
 
vtg2 : 436.20µm (±66.51µm) 
 
zr : 4.96µm (±1.34µm) 

Identification : A vtg2 oocyte is defined by a pink, thick and 

striated zr, as well as small to medium sized vitellus droplets (vd) 

that take up the entire space inside the follicle. Lipid droplets (ld) 
have fused into bigger masses. It is preferable, but not mandatory for 
the nucleus to be visible. 
 

Figure 19 : Stage vtg2 oocyte in its theca (T), with a 
scalloped nucleus (N) containing multiple nucleoli (nl). 
The zona radiata (zr) is pink. Medium sized vitellus 
droplets (vd) take up the entire space inside the follicle. 
Large lipid droplets (ld) and cortical alveoli (CA) are 
also present 
 

N 



                    May 2023 
18 

zr 

vd 

ld 

T 

CA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Figure 20 : Cell wall of an oocyte in vitellogenesis stage 2 (vtg2). 
The zona radiata (zr) is pink and striated, under the theca (T) and 
follicular cells (fc). Cortical alveoli (CA) grow in size, as well as the 
lipid droplets (ld) and vitellus droplets (vd) that take up the entire 
space within the follicle 

fc 
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zr 

T 

N vi 

ld 

vd 

CA 

nl 

Ooc e in h d a ion (oih) 
 

During the oih stage, the nucleus (N) will migrate towards the oocyte’s periphery. The lipidic 
droplets (ld) grow in size and are present throughout the entire follicle. Large cortical alveoli (CA) are 
found under the pink and striated zona radiata (zr). Vitellus droplets (vd) will fuse into a homogeneous 
mass, the basilophilic vitellus (vi) taking a dark green-blue tint with the trichrome stain. 
 
 
 
 
 
 
 
  

Average size 
 

oih : 604.50µm (±133.81µm) 
 
zr : 7.94µm (±1.76µm) 

Identification : The vd fuse into an dark blue-green homogeneous mass, with pink vitellus 

droplets still present. The zona radiata is at its thickest, pink and striated. The nucleus can be seen, 
but its visibility is not mandatory for the identification of this stage. 
 

Figure 21 : Oocyte in hydration (oih). Cortical alveoli (CA) can be 
seen under the zona radiata (zr) that is at its thickest, pink and 
striated under the theca (T). Vitellus droplets (vd) fuse into a 
homogeneous vitellus (vi). Lipid droplets (ld) are present and the 
nucleus (N) contains multiple nucleoli (nl) 
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zr 

T 

vi 

H d a ed ooc e (ho) 
 

A hydrated oocyte (ho) is defined by a blue homogenous vitellus (vi) and a pink and striated 
zona radiata (zr).  

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
  

Average size 
 

ho : 822.38µm (±62.92µm) 
 
zr : 5.00µm (±0.82µm) 

Identification : Biggest germ cell type found in the ovary. The dehydration process during the slide 
mounting can lead to deformed oocytes, with a theca (T) that may be detached from the zona radiata 
(zr). Whether this oocyte has been discharged from its follicle in the lamella or not, this cell type 
will be categorized as oh. The zr is pink, thick and striated, and the oocyte is filled entirely with 

homogeneous vitellus (turquoise blue color). 
 

Figure 22 : Hydrated oocyte (oh) that has not been discharged, 
still encased within its theca (T), with a homogeneous vitellus 
(vi) and a pink and striated zona radiata (zr) 
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mc 

mc 

Po -O la o  Follicle (POF) 
 

A Post-Ovulatory Follicle (POF) may show signs of lysis, with the presence of macrophage 
cells (cm) inside their cavity. A POF indicates that a hydrated oocyte (oh) has been discharged into 
the lumen. A POF is composed of all the somatic tissues of the follicle (theca (T) and follicular cells 
(fc) left behind after the mature oocyte (oh) has been discharged into the lumen. Their green dye is 
identical to that of connective tissue (ct). POF vary in size and shape and are essentially empty sockets 
that have receded onto themselves. 

 

 

 

  

Identification : A POF is a sack of somatic tissue that may be identified by the presence of 

macrophage cells (mc) inside its cavity. Macrophage cells are very small, gray tinged, and are 
often found clustered together. A POF will vary greatly in size and shape and can easily be mistaken 
with connective tissue (ct). 
 

Figure 23 : Two Post-Ovulatory Follicle 
(POF), with the theca (T) left behind and 
blood vessels (bv). Macrophage cells 
(mc) are present in the POF’s cavity 
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A e ia (aoA & aoB) and L i  (L) 
 

Torres-Martìnez et al. (2017) define atresia as the degeneration, reabsorption, or even ablation, 
of ovarian follicles. In general, the first sign of atresia is the degeneration of the germinal vesicle of 
the oocyte, followed by the fragmentation of the zona radiata (zr) that will take an irregular 
appearance. This will lead to an hypertrophy of the follicular cells. There can be cell differentiations 
of the follicular cells (fc) into phagocytes and/or macrophages.  
 

In this study, we will define two types of atresia. Oocytes in early atresia (aoA) and oocytes in 
late atresia (aoB). aoA are all germinal cells in lysis, from the oogonium (og) stage until the 
undischarged hydrated oocyte (oh) stage. They will always be encased in somatic cells (follicular 
cells (fc) and/or theca (T)). aoB are all hydrated oocytes in lysis that have been discharged and are 
thus not encased in somatic cells anymore. Since an aoB is a cellular structure in lysis in the middle 
of the lumen, their shapes will often be warped, scattered and surrounded by lysis (L). 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

Figure 24 : Oocyte in early atresia (aoA). The oocyte has 
not been discharged into the lumen, and the follicle is still 
encased by its theca (T). the zona radiata (zr) is distorted 
and macrophage cells (mc) can be seen between the zr and 
T 

zr 

T 

Identification : An aoA is a follicle in lysis. This means that the oocyte is still encased inside a 

theca, within the ovarian lamella. 

mc 
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Identification : An oaB is a discharged follicle in lysis. This means that the oocyte is in the lumen 

without a theca and is undergoing lysis. The mature follicle may show fragmentation of its zona 

radiata (zr) that will take an irregular appearance. Possible presence of macrophage cells lysis. 
 

Figure 25 : Presence of 
macrophages (mc) under the 
theca (T) of an oaA still 
inside the connective tissue 
(ct) of the ovarian lamella 

T 

mc 

lumen 

ct/germinal epithelium 

Figure 26 : aoB 
is a hydrated 
oocyte in lysis, no 
longer encased in 
a theca and is in 
the lumen of the 
ovary 

gw 

lumen 

aoB 
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Figure 27 : Lysis (L) in the lumen 

L 

lumen 

Identification : Lysis can be difficult to identify, especially with the presence of atresia. They can 
be found anywhere inside the gonad, at any maturity phase. This cluster of cells in lysis can 
contain macrophages, are of different shapes and sizes, and do not possess a theca and/or zona 

radiata 

lumen 

zr 

Figure 26 : aoB 
is a hydrated 
oocyte in lysis 
surrounded by 
macrophage cells 
(mc) and is in the 
lumen of the 
ovary. No longer 
encased in a 
theca, the zr is 
still present 
 

lumen 

aoB 

mc 
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Connec i e i e (c ) & Gonadal all (g )   
 

The connective tissue (ct) links all of the ovarian structures together to form the ovarian 
lamellas. Follicles can be found inside the ovarian lamellas, encased in ct.  

Connective tissue (ct) is made of green-colored cells, just like the cells that make up the gonad 
wall (gw). Gonad wall cells are muscular tissue while ct is not. Be wary not to mix the both up! Even 
if a sampling point falls on a very small piece of ct in the middle of a wide expanse of intercellular 
space (Is), this sampling point will be classified under ct. 

The gonad wall (gw) will have the same green tint as the ct. Muscle bundles and blood vessels 
(bv) can be found in the gw. If a sampling point falls on muscular tissue within the gw, then the 
sampling point will be put into the gw category. On the other hand, if a sampling point within the gw 
falls on a blood vessel (bv), then this structure will be classified under bv. 

The boundary of the gw starts from the outer most cell layer of the gonad and ends at the inner 
most cell layer of the gonad wall (gw), just before entering into the ovarian lamellas. If the gw has 
been stretched, ripped or spread, but the sampling point lands between the inner and outer most cell 
layers before the ovarian lamellas, then the sampling point will be classified under the gw category. 
Do not hesitate to unzoom in order to obtain a more general view of where the sampling point is in the 
gonad. This will allow the reader a better view of where the gw ends and the ct starts.   
 
 
 
 
  

gw 
muscle bundle 

Figure 28 : Cross section of a megrim ovary with its 
gonad wall (gw). The ovarian lamellas are held 
together by connective tissue (ct), delimiting the 
lumen and the outside of the ovary. Blood vessels 
(bv) and muscle bundles can be seen 

Outside 

of 

ovary 

ct 

bv 
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Blood e el (b ) 
 

Blood vessels (bv) are numerous and of variable diameter, with a size that can vary from that 
of a single, cell to over 100µm.  

 Found within the theca (T), inside germinal epithelium or the gonad wall (gw), blood vessels 
(bv) are identifiable by the presence of blood cells (small red cells with a darker nucleus). If a sampling 
point falls in the « white zone » inside a cavity containing blood cells, this sampling point will be 
classified under the bv category.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

bv 

bv 

Figure 29 : Presence of blood vessels (bv) in the germinal epithelium, as well as in 
the gonadal wall (gw). 

Figure 30 : Presence of a blood vessel (bv) in 
the Theca (T) of an cortical alveoli oocyte (cao)  

T 

gw 

Germinal 

epithelium 
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Abb e ia i n  
 
aoA : undischarged atretic oocyte 

aoB : discharged atretic oocyte 

bv : blood vessel 

CA : cortical alveoli 

cao : cortical alveoli oocyte 

chr : condensed chromosome 
chrom : chromatin 
ct : connective tissue 

E : unnatural emptiness (from the section s cut) 
fc : follicular cell 
gw : gonadal wall 

ho : hydrated oocyte 

ic : inner cytoplasm 
Is : Intercellular space 

L : lysis 

ld : lipid droplet 

mc : macrophage cell 

N : nucleus 

NC : Nucleo-Cytoplasmic 

nl : nucleolus 
oc : outer cytoplasm 
og : oogonium 
oih : oocyte in hydration 

po1 : primary oocyte stage 1 

po2 : primary oocyte stage 2 

POF : Post-Ovulatory Follicle 

SI : sexually immature 

SM : sexually mature 

som : somatic cell 
T : theca 

U : undetermined structure 

vd : vitellus droplet 

vi : vitellus 

vtg1 : oocyte in stage 1 of vitellogenesis 

vtg2 : oocyte in stage 2 of vitellogenesis 

vtg3 : oocyte in stage 3 of vitellogenesis 

zr : zona radiata 
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In d c i n 
 

During this study, the terminology used was that of Brown-Peterson et al. (2011), following 
the criteria set by the working groups of the International Council for the Exploration of the Sea (ICES) 
that described the different maturity phases for European stock species (ICES 2008, 2010, 2012, 2018, 
2019). 
 

For the description of the female germinal cells that will become gametes, the terms oogonia 
(before meiosis) or oocyte (meiosis has begun) will be used. An oocyte is characterized by an ooplasm 
encased in an oolemma (plasmic membrane) (Tyler and Sumpter, 1996). A zona radiata will also be 
present once the cell becomes dependent on follicle-stimulating hormone (FSH).  
 

The term follicle will be used to designate an oocyte encased in somatic cells: follicular cells 
and theca cells (Tyler and Sumpter, 1996).  
 

For the description of geminal cells development, the term stage will be used to designate the 
different gametogenesis stages (Brown-Peterson et al., 2011) : 

 Oogonia   
 Primary growth oocytes 
 Secondary growth oocytes 
 Oocyte maturation  
 Ovulation stage 

 
The sexual maturity cycle (Figure 1) is split into two states. The Sexually Immature (SI) state and the 
Sexually Mature (SM) state. The terminology phase will be used for the gonadal development.  The 
reproduction cycle of fish is divided into seven phases (Brown-Peterson et al., 2011; ICES, 2012 ; 
2018).  

 Immature  
 Developing  
 Spawning  
 Regressing  
 Regenerating  
 Omitted spawning  
 Abnormal  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sub-divisions/Sub-phases (Ba, Bb, Ca, Cb, Da, Db) should be used for specific particularities, 
meaning that their use is optional and must be evaluated for each species (ICES, 2012). 
 
 

Figure 1 : Different phases found in the teleost 
maturation cycle, from the ICES (2018). The 
phases being: Immature (A), Developing (B), 
Spawning (C), Regressing/Regenerating (D), 
Skipped spawning (E) and Abnormal (F) 
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For the histological slides, fresh ovaries were placed in a Davidson solution before their 
inclusion in paraffin. 3 µm thick sections were cut using a microtome (HM330) and were either 
trichrome stained with a Prenant-Gabe (Gabe, 1968) solution or Alcian blue stained. 

 
The histological pictures found in this lexicon were taken with a Nikon Eclipse 80i microscope 

using the NIS-Elements D (v. 5.02.03) software. Mean cell diameters and mean zona radiata widths 
were taken with an Olympus AX70 microscope using the Olympus CellSens© software, on a minimum 
of 20 oocytes found throughout multiple slides.  

Table 1 : Macroscopic and microscopic descriptions of the phases in the reproductive 
cycle of female fish, from Brown-Peterson et al. (2011). Timing within each phase is 
species dependent. Some criteria listed for phases may vary depending on species, 
reproductive strategy, or water temperature. Subphases that apply to all fishes are listed; 
additional subphases can be defined by individual researchers. With CA = cortical alveoli, 
GVBD = germinal vesicle breakdown, GVM = germinal vesicle migration, OM = oocyte 
maturation, PG = primary growth, POF = post-ovulatory follicle complex, Vtg1 = primary 
vitellogenic, Vtg2 = secondary vitellogenic and Vtg3 = tertiary vitellogenic 
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As seen in Table 1, different phases are correlated with the presence or absence of specific cell 
types. Following the terminologies and definitions of Brown-Peterson et al. (2011) and the ICES 
(2012; 2018). For the four-spot megrim (Lepidorhombus boscii), the different cell types described in 
this work will be shown in bold (og, po1, po2, ldo, cao, vtg1, vtg2, oih, ho, POF) while their matching 
Figures will be indicated in italic.  
 
 Oogonium stage :  

- oogonium (og) (Figure 6) 
 
 Primary growth oocytes :  

- Primary stage 1 oocyte (po1) (Figures 7 to 9) 
- Primary stage 2 oocyte (po2) (Figures 10 & 11) 

 
 Secondary growth oocytes :  

- cortical alveoli oocytes with lipid droplets (cao) (Figures 12 & 13) 
- vitellogenic oocytes  

o subphase vtg1 : vtg1 (Figures 14 to 16)  
o subphase vtg2 : vtg2 (NA) 

 
 Oocyte maturation : 

- nucleus migration :  
- germinal vesicle breakdown : oocyte enters metaphase I of meiosis 
- vitellus coalescence : oocyte in hydration (oih) (NA) 
- hydration : hydrated oocytes (ho) (NA) 

 
 Ovulation stage : discharge of the hydrated oocytes into the ovary s lumen, leaving behind a post-

ovulatory follicle (POF) (NA) 

 
  

Figure 2 : Determination key of the different female germinal cells that can be 
found in the ovaries of Lepidorhombus boscii at different oogenesis stages. With 
average oogonium and oocyte diameters (µm ± standard deviation), and zona 

radiata widths (µm ± standard deviation) 
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O e all a ian gani a i n 
  

The four-spot megrim is a total spawner species, meaning that the females will release all of 
their oocytes as a unique event during the breeding season.  

 

 
 
 
Criteria like the gonad wall (gw) thickness, connective tissue (ct) quantity, gonad 

vascularization (bv) or the surface area of the lumen, will depend on the maturity phase the fish is in.  
The histological cross sections will visually be quite different, with oocytes at various stages of 
gametogenesis.  

 
Each gonad is organized concentrically (Figure 4 and Figure 5), with the ovarian lamellas 

delimited by the germinal epithelium. The germinal cells (oogonia and oocytes) are found within these 
ovarian lamellas, inside follicles, at different stages of ovogenesis. The connective tissue (ct) will hold 
the germinal cells together, and the gonad wall (gw) can vary in thickness. Finally, the lumen is the 
naturally empty space found between the germinal epithelium lamellas inside the ovary.   
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4 : Overall organization of a cross section of a four-spot 
megrim ovary, with the gonad wall (gw), the lumen, and a folded 
germinal epithelium, that makes the ovarian lamella, filled with 
oocytes held together by connective tissue (ct) 

gw 

lumen 

germinal epithelium 

ct 

Figure 3 : Dissected four-spot 
megrim, Lepidorhombus boscii, 
with the dorsal ovary uncovered 

dorsal ovary 



                    April 2023 
6 

  

Figure 5 : Partial view of a four-spot megrim ovary cross section, with the gonad 
wall (gw), blood vessels (bv), the lumen, and oocytes in follicles held together 
by connective tissue (ct), organized inside ovarian lamellas 

gw 

ovarian follicles 

bv 

ct / germinal 

epithelium 



                    April 2023 
7 

 

Deci i n T ee  
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F llicle S mma  Shee  
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O g ni m ( g) 
 

An oogonium (og) has a pale nucleus (N), due to low chromosome condensation, and a high 
nucleo-cytoplasmic (NC) ratio (very little cytoplasm). Chromatin clusters can be seen near the edges 
of the nucleus. Inside this nucleus, a single large nucleolus can generally be found. The cytoplasm (c) 
is light-colored (Figure 6). Oogonia stem from germinal cells through gonial mitosis. They can be 
found alone or in a germinal niche within the germinal epithelium, accompanied by somatic cells 
(som). 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
  

Figure 6 : Oogonia (og) and their apparent, decondensed, nucleus 
(N) with a single large nucleolus (nl) and clusters of chromatin 
(chrom). Light-colored cytoplasm (c). Presence of somatic cells 
(som) 

N 

N 

c 

c 

nl 

chrom 

Average size 
 
og : 6.70µm (±1.36µm) 

germinal epithelium 

Identification : It is uncommon to fall on this very small sized cell. The nucleus is light-gray and 

fully apparent while the cytoplasm is barely visible and very light-colored. A single light-
colored and smooth nucleolus can be present. The diameter of the nucleus of an oogonium is greater 
than the surface area of the cytoplasm (>50 %). 
 

som 

og 
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P ima  c e age 1 ( 1) 
 

A primary oocyte stage 1 (po1) has a darker cytoplasm (c) compared to an oogonium (og), 
with a smaller NC ratio. The diameter of the cytoplasm is inferior or equal to 50 % of the nucleus  
diameter. The nucleus (N) is spherical, smooth, with the possibility of a nucleolus to be present. As 
the cell grows in size, 2 or 3 nucleoli can be present, colored magenta from the trichrome stain.  
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 8 : Three premature stage 1 oocytes 
(po1) with spherical and smooth nucleus (N) 
containing 1 or 2 nucleoli (nl) and 
condensed chromosomes (chrom). The 
cytoplasm (c) is darker compared to that of 
an oogonium (og) 

Average size 
 
po1 : 22.70µm (±8.11µm) 

Identification : This cell type is slightly bigger than an oogonium, but is still relatively small in 
size compared to the other cellular structures found inside the ovary. Falling on this follicle in 
stereology is still uncommon. The nucleus must be fully visible, smooth, and the cytoplasm is 

darkly-colored. The nucleus diameter of a po1 is inferior or equal to 50 % of the cytoplasm s 
diameter, and can contain up to 4 nucleolus. If there is a hesitation between a po1 and a po2, the 
cell size can be taken into consideration.  
 

nl c 

Figure 7 : Primary oocyte stage 1 
(po1) with a spherical and smooth 
nucleus (N) and a single nucleolus 
(nl). The cytoplasm (c) is darker 
compared to that of an oogonium 
(og). Somatic cells (som) can be seen 

N 

Figure 9 : Primary oocyte 
stage 1 (po1) with a spherical 
and smooth nucleus (N) with 
two nucleoli (nl) and a colored 
cytoplasm (c) 

c 

N 

po1 

som 

nl 

N N 

N 

c 
c c 

nl 

chrom 

chrom 

og 
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P ima  c e age 2 ( 2) 
 

Inside the cytoplasm (c) of a primary oocyte stage 2 (po2), lipid droplets (ld) (cf Figure 11) 
may be seen. It is also possible to see lampbrush chromosomes inside the nucleus, typically found in 
immature diplotene oocytes. 
 
 

 
 
 
 

 
 
  

Figure 11 : Three po2, with a spherical and smooth nucleus (N) filled with multiple nucleoli 
(nl) along the inside of its nuclear envelope. Lipid droplets (ld) can be seen inside the cytoplasm 
(c). 1) Trichrome stained ; 2) Alcian blue stained po2 showing that the vesicles in the cytoplasm 
are unstained : do not contain acidic polysaccharides and probably consist in lipid droplets 
 

Average size 
 
po2 : 56.70µm (±12.37µm) 

Identification : This ovarian follicle varies in size, between the po1 and cao stage. This cell has a 
single cytoplasm, with a spherical and smooth nucleus that shows multiple nucleoli against the 

nuclear envelope. Lipid droplets may be seen inside the cytoplasm. 
 

Figure 10 : A po2, with a spherical 
and smooth nucleus (N) filled with 
multiple nucleoli (nl) along its 
nuclear envelope. The theca (T) 
encases the cytoplasm (c) 

T N 

c 

nl 

nl 

ld 
N 

N 
N 

c c 

c 

1) 

2) 
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C ical al e li c e  (ca )  

 
An oocyte with cortical alveoli (cao) is defined by : (1) a cytoplasm (c) divided in two areas : 

internal cytoplasm (ic) and external cytoplasm (ec) ; (2) cortical alveoli (CA) present in the external 
cytoplasm, that first appear under the follicular cell layer;  (3) a nucleus (N) in the center of the 
cytoplasmic mass, with a slightly scalloped nuclear envelope and multiple nucleoli (nl) against the 
nuclear envelope. Sometimes, it is possible to see lampbrush chromosomes inside the nucleus, 
typically found in immature diplotene oocytes. Finally, the zona radiata (zr) will start developing 
between the cytoplasm and the follicular cells (fc) + theca (T). Lipid droplets (ld) are still present in 
the ec, and will grow in size as they are gathered against the ic. 

 
The CA will appear in the outer periphery of the outer cytoplasm. The Alcian blue coloration, 

as well as the trichrome stain, allows us to differentiate them from lipid droplets. With the trichrome 
stain, the CA will take a mint color, while they will take a purple color with the Alcian blue stain (cf 
Figure 12), revealing the presence of acidic polysaccharides. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
  

Average size 
 
cao : 133.42µm (±22.45µm) 
 
zr : 1.75µm (±0.27µm) 

Identification : An oocyte with cortical alveoli is primarily defined 
by a two-zoned cytoplasm with the presence of cortical alveoli in 

the external cytoplasm. The nucleus in the center of the follicle 

contains multiple nucleoli along its scalloped  nuclear envelope, and 
the nuclear envelope will become scalloped as the cell approaches 

the vitellogenic stage. It is possible to see condensed chromosomes 
(small irregular dark-gray lines inside the nucleus), as lipid droplets 
grow in size. Finally, around the oocyte, the zona radiata will start 

to form. 
 

N 

ic 

Figure 12 : Cortical alveoli oocyte (cao) with a scalloped nucleus (N) holding multiple nucleoli 
(nl). Cortical alveoli (CA) build-up inside the external cytoplasm (ec), against the zona radiata 
(zr). Lipid droplets (ld) can be seen on the inner periphery of the ec. 1) Trichrome stained ; 2) 
Alcian blue stained 

nl  

ec 

ld 

CA  

zr N 

ec 

ic 

1) 2) 
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Figure 13 : Cell wall of an oocyte with cortical alveoli (cao). The nucleus (N) 
is scalloped, contains multiple nucleoli (nl) and condensed chromosomes (chr) 
can be seen. Lipid droplets (ld) build-up in the external cytoplasm (ec), against 
the internal cytoplasm (ic), while cortical alveoli (CA) form in the outer 
periphery of the ec. Beginning of the zona radiata (zr) growth, presence of 
follicular cells (fc) under the theca (T) 

nl 

N 
ic 

ec 

ld  

fc 

 

T 

 

zr 

 

CA 
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O c e in ea l  i ell gene i  ( g1) 
 

An oocyte at the beginning of the vitellogenic stage (vtg1) is defined by the presence of vitellus 
droplets (vd), pink eosinophilic droplets, that first appear on the edge of the external cytoplasm (ec), 
under the zona radiata (zr). The nucleus (N) is still centered in the follicle, with multiple nucleoli (nl) 
along the scalloped nuclear envelope. The zona radiata (zr) is thin and green (not acidophilus). 

As the cell matures, the vitellus droplets (vd), cortical alveoli (CA) and lipid droplets (ld) will 
grow in size and the internal cytoplasm (ic) will be pushed back towards the nucleus (N) (cf Figure 

16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

Figure 14 : Stage vtg1 oocytes, with a scalloped nucleus (N) envelope containing multiple nucleoli 
(nl). Vitellus droplets (vd) will form on the edge of the external cytoplasm (ec). Cortical alveoli 
(CA) are amongst the vd, while the lipid droplets (ld) take up most of the space in the ec. The zona 

radiata (zr) is developing. 1) Trichrome stained ; 2) Alcian blue stained 
 

vd 

nl 

CA 

Average size 
 
vtg1 : 209.20µm (±47.16µm) 
 
zr : 2.75µm (±0.69µm) 

Identification : This oocyte in early vitellogenesis is recognizable by 
the appearance of a peripheral ring of pink vitellus droplets in the 

external cytoplasm. At the first appearance of a vitellus droplet, 
the oocyte is considered to be in the vtg1 stage. The nucleus is still 

scalloped and centered inside the follicle and the vitellus droplets 

will run along the edge of the cell wall (under the zona radiata). 
Even if the nucleus is not visible, if the vitellus droplets are visible, 
this follicle should be placed in the vtg1 category. 
 

ic 
ec 

ld 

N 
N 

1) 2) 

zr 
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T   

Figure 15 : Cell wall of a vtg1 oocyte with a slightly scalloped nucleus 
(N) envelope containing multiple nucleoli (nl). Vitellus droplets (vd) 
will form on the edge of the external cytoplasm (ec), amongst the 
cortical alveoli (CA) and lipid droplets (ld). Follicular cells (fc) are 
present in the theca (T), with the zona radiata (zr) under these cell 
layers. The internal cytoplasm (ic) is still present, and blood vessels 
(bv) near the T can be seen 

fc 

zr 

CA 

N 

nl 

Figure 16 : A vtg1 oocyte with 
enlarged vitellus droplets (vd), 
lipid droplets (ld), and cortical 
alveoli (CA) that have pushed the 
internal cytoplasm (ic) back 
towards the nucleus (N). The N is 
centered, scalloped and contains 
numerous nucleoli (nl) 

bv 

ic 

ec 

ld 

vd 

nl 

ld 

vd 

N
ic 

CA 
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O c e in i ell gene i  age 2 ( g2) 
 

During the vtg2 stage, …  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Average size 
 
vtg2 : µm (±µm) 
 
zr : µm (±µm) 

Identification :  
 

 

 

N/A 
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O c e in i ell gene i  age 3 ( g3) 
 

An ovarian follicle enters stage 3 of vitellogenesis (vtg3) when … 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
  

Average size 
 
vtg3 : µm (±µm) 
 
zr : µm (±µm) 

Identification :  

N/A 
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O c e in h d a i n ( ih) 
 

The … 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Average size 
 

oih : µm (±µm) 
 
zr : µm (±µm) 

Identification :  
 

 

 

N/A 
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H d a ed c e (h ) 
 

A hydrated oocyte (ho) is defined by … 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Average size 
 

ho : µm (±µm) 
 
zr : µm (±µm) 

Identification :  
 

 

 

 

 

N/A 
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P -O la  F llicle (POF) 
 

A Post-Ovulatory Follicle (POF) … 

 

 

 

  

Identification :  
 

 

 

N/A 
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A e ia (a A & a B) and L i  (L) 
 

Torres-Martìnez et al. (2017) define atresia as the degeneration, reabsorption, or even ablation, 
of ovarian follicles. In general, the first sign of atresia is the degeneration of the germinal vesicle of 
the oocyte, followed by the fragmentation of the zona radiata (zr) that will take an irregular 
appearance. This will lead to an hypertrophy of the follicular cells. There can be cell differentiations 
of the follicular cells (fc) into phagocytes and/or macrophages.  
 

In this study, we will define two types of atresia. Oocytes in early atresia (aoA) and oocytes in 
late atresia (aoB). aoA are all germinal cells in lysis, from the oogonium (og) stage until the 
undischarged hydrated oocyte (oh) stage. They will always be encased in somatic cells (follicular 
cells (fc) and/or theca (T)). aoB are all hydrated oocytes in lysis that have been discharged, and are 
thus not encased in somatic cells anymore. Since an aoB is a cellular structure in lysis in the middle 
of the lumen, their shapes will often be warped, scattered and surrounded by lysis (L). 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

Figure 17 : Oocyte in early atresia (aoA). The oocyte has 
not been discharged into the lumen, and the follicle is still 
within the connective tissue (ct) of the ovarian lamella, 
encased by its theca (T) 

T 

ct 

Identification : An aoA is a follicle in lysis. This means that the oocyte is still encased inside a 

theca, within the ovarian lamella. 
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Identification : An oaB is an oocyte in lysis.  
 
 

Figure 18 : Zoom on 
macrophages (mc) between 
the zr and the theca (T) of an 
oaA 

zr T 

mc 

lumen 

N/A 
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Figure 19 : Lysis (L) in the lumen. Connective 
tissue (ct) and blood vessels (bv) are also 
present 

L 

bv 

lumen 

ct 

Identification : Lysis can be difficult to identify, especially with the presence of atresia. They can 
be found anywhere inside the gonad, at any maturity phase. This cluster of cells in lysis can 
contain macrophages, are of different shapes and sizes, and do not possess a theca and/or zona 

radiata 

lumen 
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C nnec i e i e (c ) & G nadal all (g )   
 

The connective tissue (ct) links all of the ovarian structures together to form the ovarian 
lamellas. Follicles can be found inside the ovarian lamellas, encased in ct.  

Connective tissue (ct) is made of green-colored cells, just like the cells that make up the gonad 
wall (gw). Gonad wall cells are muscular tissue while ct is not. Be wary not to mix the both up! Even 
if a sampling point falls on a very small piece of ct in the middle of a wide expanse of intercellular 
space (Is), this sampling point will be classified under ct. 

The gonad wall (gw) will have the same green tint as the ct. Muscle bundles and blood vessels 
(bv) can be found in the gw. If a sampling point falls on muscular tissue within the gw, then the 
sampling point will be put into the gw category. On the other hand, if a sampling point within the gw 
falls on a blood vessel (bv), then this structure will be classified under bv. 

The boundary of the gw starts from the outer most cell layer of the gonad and ends at the inner 
most cell layer of the gonad wall (gw), just before entering into the ovarian lamellas. If the gw has 
been stretched, ripped or spread, but the sampling point lands between the inner and outer most cell 
layers before the ovarian lamellas, then the sampling point will be classified under the gw category. 
Do not hesitate to unzoom in order to obtain a more general view of where the sampling point is in the 
gonad. This will allow the reader a better view of where the gw ends and the ct starts.   
 
 
 
 
  

gw 

lumen 

muscle bundle 

Figure 20 : Cross section of a four-spot megrim ovary with its 
gonad wall (gw). The ovarian lamellas are held together by 
connective tissue (ct), delimiting the lumen and the outside of the 
ovary. Blood vessels (bv) and muscle bundles can be seen 

Outside of ovary 

ct 

bv 
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Bl d e el (b ) 
 

Blood vessels (bv) are more or less small, with a size that can vary from that of a single, cell 
to over 100µm.  

 Found within the theca (T), inside connective tissue (ct) or the gonad wall (gw), blood vessels 
(bv) are identifiable by the presence of blood cells (small red cells with a darker nucleus). If a sampling 
point falls in the « white zone » inside a cavity containing blood cells, this sampling point will be 
classified under the bv category.  
 

 

  

Figure 21 : Presence of blood vessels (bv) in the gonadal wall (gw) 

Figure 22 : Presence of a blood vessel (bv) in the Theca (T) of a 
vtg1 and inside connective tissue (ct) 
 

bv 

ct 

vtg1 

gw 
bv 
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sexual maturity in fish ovaries 
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 Stereology reading protocol for the determination of sexual maturity in fish ovaries 

1. Context  

 This protocol was established for the evaluation of sexual maturity for exploited 
stock species, using quantitative histology (stereology). This document describes the 
reading method used on histological slides under the cross-platform QuPath. 

 This document follows the work of different workshops that aimed to improve the 
compilation of data on sexual maturity. The WKMATCH (WorKshop for MATurity staging 
CHairs, 2012) and the WKASMSF (Workshop for Advancing Sexual Maturity Staging in 
stageFish, 2018) defined a universal evaluation grid for sexual maturity staging of 
different species, including teleosteans. During the WKMATCH workshop, two main 
recommendations were made, underlining the need to improve and complete knowledge 
on sexual maturity, as well as to harmonize the practices used to determine these sexual 
phases.  

 Another workshop, the WKMATHIS (WorKshop on sexual MATurity staging from 
HIStological tools) that took place in Caen in 2017, added new objectives : review the 
current knowledge on gonad histology, determine a sexual maturity scale at a cellular 
level, and histological studies should be made in order to improve the determination of 
sexual maturity on a macroscopic scale.   

 This protocol, drawn from these workshops and their conclusions, offers guidelines 
on how to read histological slides through the use of stereology. As of June 2022, this 

c   d   MATO (MAT  Ob c  d   a   
quantitative) project, a study restricted to female gonad and the different cellular 
structures found inside the ovaries for different species (Pleuronectes platessa, 
Lepidorhombus whiffiagonis, Lepidorhombus boscii, Mullus surmuletus and 
Micromesistius poutassou). 

 This protocol will present reading methods that favor an objective reading of 
histological slides, through stereology, and will allow less experienced readers to partake 
in this exercise. For a detailed description of the germinal cells, refer to the lexicon of the 
studied specie.   

 

1.1. Terminologies and vocabulary 

The specific histological terms, their abbreviations, the descriptions of the different 
types of germinal cells, as well as an accurate description of identifiable ovarian 
structures, may be found in the lexicons of the studied species (cf. Archimer). 

For the MATO project, the terminologies used were that of Brown-Peterson et al. 
(2011), following the criteria set by the working groups of the International Council for the 
Exploration of the Sea (ICES) to define different maturity scales for European stock 
species. 

For the description of female germinal cells that will become gametes, the terms 
oogonia (before meiosis) or oocyte (meiosis has begun) will be used. An oocyte is 
characterized by an ooplasm encased in an oolemma (plasmic membrane) (Tyler and 
Sumpter, 1996). A zona radiata will also be present once the cell becomes dependent 
on follicle-stimulating hormone (FSH). 
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The term follicle will be used to designate an oocyte encased in somatic cells: 
follicular cells and theca cells (Tyler and Sumpter, 1996). 

For the description of gamete development, the term stage will be used to 
designate the different gametogenesis stages (Brown-Peterson et al., 2011) : 

 Oogonia  

 Primary growth oocytes 

 Secondary growth oocytes 

 Oocyte maturation 

 Ovulation stage 
 

The sexual maturity cycle is split into two states. The Sexually Immature (SI) state 
and the Sexually Mature (SM) state. The terminology phase will be used for the gonadal 
development. The reproduction cycle of fish is divided into seven phases (Brown-
Peterson et al., 2011, ICES, 2012 ; 2018). 

 A - Immature 

 B - Developing 

 C - Spawning 

 Da - Regressing 

 Db - Regenerating 

 E - Omitted spawning 

 F - Abnormal 

 

1.2. Processing of histological slides 

For a more detailed explanation on the extraction and processing of fish ovaries, 
refer to « A macroscopic and stereological imaging dataset of Pleuronectes platessa 
ovaries » (Sauger et al., 2020) as well as gonad extraction protocols (Sauger et al., 2019 
& Sauger et al., 2022).  

 

The ovaries of fresh female fish were processed in a Davidson solution, embedded 
into a paraffin block and 3µm cross sections were made with a microtome. The samples 

  a d  Gab  c  (Gabe, 1968), mounted between slide and slip, 
and digitized using a histology slide scanner. The pictures found in this protocol are 
screenshots of these scanned slides in the QuPath cross-platform interface used for the 
stereology counting process.   
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Oogonium 

Primary oocyte stage 1 

Primary oocyte stage 2 

Cortival alveoli oocyte 

Vitellogenic oocyte stage 1 / Early vitellogenesis  

Vitellogenic oocyte stage 2 

Vitellogenic oocyte stage 3 

Oocyte in hydration 

Hydrated oocyte 

Post-Ovulatory Follicle 

Atretic oocyte alpha 

Atretic oocyte beta 

Lysis 

Gonadal wall 

Connective tissue 

Blood vessel 

Intercellular space 

(unnatural) Emptiness 

Undetermined 

List of structures that may be 
found within the ovaries. The 
number of structures will be 
species dependent 
(QuPath interface) 

Lipid droplet oocyte 
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2. QuPath - Stereology Software  

For the stereological readings, the software platform for bioimages analysis QuPath 
(Bankhead et al., 2017, version 0.3.2) was used. Each histological slide was processed : 
the ovaries were automatically outlined (black line) and a grid of crosses (in blue) covered 
the sampling zone. For each of the 500 to 600 sampling points (blue crosses) a single 
structure was assigned (box to select inside the Stereology: Cross Grid window). The 
automatic outline of the ovary was made possible by running a script under QuPath, 
allowing the detection of the ovarian tissues and the implementation of the counting grid. 
This script, coded by Nicolas Elie (CMABIO3), allows for anyone that has a slide scanner 
to replicate the stereology method used in this study. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1. Launch QuPath 
 

 
 
 

QuPath is an open source 
software and may be 
downloaded from their 
website : 
(https://qupath.github.io/) 
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2. QuPath interface with mandatory files : 
o Protocol : an empty folder for the future project 
o GenerationGridCross.groovy : script that will outline the ovarian section 
o StereologyCross.groovy : script to add the sampling grid  
o Export_StereoToXML.groovy : script to export the reading results into an 

xml file  
 

 
 

3. Click and drag the empty folder (where the future project will be stored 
(Protocol)) over the QuPath interface 

4. S c  Y /O  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



 

 

QuPath - Stereology Software  10 
 

 

 Stereology reading protocol for the determination of sexual maturity in fish ovaries 

 
5. Open the folder where the scanned slides are and select the .vsi files of the 

slides you want to analyze 
 

 
 

6. Click and drag those files over the QuPath interface 
7. The I  a   c  d      a    .   

selected 
8. I   S c  a   c  B d ( )  
9. C c   I  
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10. Bac    a da  , ac   c a   d   a  c  
d  (P c )   c a   d d    a da   

 

 
 

11. Click and drag the GenerationGridCross.groovy script over the QuPath interface 
12. T  Sc  Ed  d    
13. S c   R  ab a d c c   R   c  
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14. T  Select project images  d    
15. Select the EFI files 
16. C c   O  

 

 
 

17. On the left window (Image list window) of the QuPath interface, double click on 
the scan you want to read. 

18. The scan of the cross section should appear outlined in black. Blue crosses 
should have been laid out. 
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19. Click and drag the StereologyCross.groovy script over the QuPath interface 
20. T   c  d a a  c d   Sc  Ed  d  
21. S c   R  ab a d c c   R  

 

 
 

22. T  R a  : ROI a d G d d  d    
23. C c   Y /O  
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24. The S  C  G d  d    a d  c  ac    
in on the first reading cross 

25. Select one cellular structure identified by the blue cross (Keyboard shortcut 
available) 

26. Once a structure selected, the next cross will automatically become active 
 
 
 

 

 

 
  

« Stereology : Cross Grid » 
window with the identifiable 
structures 

Blue crosses that form the 
sampling grid over the gonad 

Black outline that sketches out the 
sampling zone around the ovary 
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27. T   bac     c , c   P  b    S  

C  G d  d ,    b a d  a  
28. T      c , c   N  b    S  C  G d  

window, or use the keyboard right arrow 
29. When a structure is selected, a colored dash will appear over the blue cross. To 

 a  a , c   R  P  b    S  C  G d  
window 

 

 
 
 

30. The number of crosses with an identified structure will  
appear in the S  C  G d  d  (red circle) 

31. Once all the crosses have been assigned a structure, 
a F d  b   a a  (b  c c ) 

32. C c    F d  b   save you reading results. 
33. A Sa d!  a  d a a  d  ( d a ) 
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34. Extract the reading answers and their coordinates :  
o C c  a d d a   Export_StereoToXML.groovy     Q Pa  

interface 
o The new script should appear c d   Sc  Ed  d  
o S c   R  ab a d c c   R  

 

 
 

35. An .xml document with the reading answers should have appeared inside the 
folder with the scans slides 
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Possible problems: 
 
 

 Step 18 a  E  a a    Scrip Editor console. The generation of 
 d  c  b   G a G dC .  c  ca  b  d . T  

outlined area is too small. To counter this, in the GenerationGridCross.groovy 
script, lower the values of TileSize (l.15) and the retraitUN (l.17). 

 A small is a d   d b   d  a   a   a   acc  
in your counting grid. The GenerationGridCross.groovy script sees it as an element 
big enough to include it in the counting area. To remove all elements of that size 
and lower, create a polygon annotation to get the volume area of the element, then 
change the first value of createAnnotationsFromPixelClassifier (l.145) into 

a slightly higher value than the area volume you just annotated. 

 A a  a d   d b   a   a   a   acc  
in your counting grid. The GenerationGridCross.groovy script sees it as an element 
that is too small to include it in the counting area. To include all elements of that 
size and higher, create a polygon annotation to get the volume area of the element, 
then change the first value of createAnnotationsFromPixelClassifier (l.145) 

into a slightly lower value than the area volume you just annotated. 

 W  a a d    c   a   acc  a d  a   a  
it. The GenerationGridCross.groovy script sees it as an area too big and devoid of 

 a d d  c   a   a    d c . T  a   
account the large white areas in the center of a closed off section, increase the 
second value of createAnnotationsFromPixelClassifier (l.145). 

 T  G a G dC .  c  ca    d d a a or outlines 
only parts of the histological section. The histological section you are trying to 
outline is most likely not closed off, with scattered elements surrounded by white 
areas. You will have to manually outline the area by creating a closed annotation 
(          ). Then, in the GenerationGridCross.groovy script, comment the line 
generating the outlined area (createAnnotationsFromPixelClassifier l.145) 

b  add  //  a   b ng of the line. This will add the counting grid (blue 
crosses) in the manually outlined area. 
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3. Reading rules summary 

Follicle identification 
 See lexicons for follicle descriptions 

 Doubt between 2 follicle types? Check cell size. Still in doubt? U 

 No nucleus for po1, po2, ldo and cao? Classify under U 

 No nucleus for vtg, oih and ho? Identify the follicle 
 

Sample cross location 
 75%+ of the color? Identify that structure 

 50%-50% color? Prioritize the colored structure 

 50%-50 between 2 different follicles? U 

 Cross on a theca? Identify the follicle 

 C   a  ac  b  a d c c d ca a d  c ? Identify the follicle 

 C  d  a   b  c  ca (  d    c  a  b  d a a )? U 

 Cross near an incomplete theca? Is can be used. Still in doubt? U 

 Less than 50% of the inside of a vtg or ioh follicle? Classify under U 

 2 structures overlap? Identify the under most structure. Still in doubt? U 
 

Gonadal wall (gw) 
 Cross between two layers of GW cells? Classify under GW 

 Cross in the GW on muscle tissue? GW 

 Cross in the GW on a blood cell or inside a blood vessel? Classify under bv 

 Cross section is inside out with the GW in the middle? GW for the entire zone 

 GW in a discolored zone? Classify under GW 
 

Connective tissue (ct) 
 Cross between a theca and ct? Identify the follicle 

 Cross on a ct surrounding a bv? Classify under ct 
 

Blood vessels (bv) 
 50%-50% on a bv and ct? Classify under bv 

 Cross in a bv in the theca of a follicle? Identify the follicle 

 Cross in the white of a blood vessel? Classify under bv 

 Discolored blood cells? Classify under bv. Still in doubt? U  
 

Intercellular space (is) 
 W  ac  b  c  ( d   c  ca   b  ct pieces)? Is 

 When the GW  b  a d c  a     ? C a  d  Is  

 When the GW  b  a d c  a     d    GW ? Is 

 GW disconnected from the lamellas? Is between GW and inner cellular structures 
 

Unnatural emptiness (E) 
 GW is unbroken? E between the last layer of GW cells and the sample outline 

 GW is broken   c  d ? C a  d  E 
 

Undetermined (U) 
 Blurry structure? Classify under U 

 Structure not found in the Lexicon? Classify under U 

 Structures/Follicles in a discolored area? Classify under U 

 Discolored area in the ovarian light? Classify under U  

 When in doubt, classify under U 
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4. Structure identification 

 

The list of the different cells and structures potentially present inside the ovaries 
are described within lexicons established for each individual species and may be found 
on the Archimer website. These lexicons allow the identification of the different cell types 
found throughout fish ovaries and are illustrated with pictures of « perfect looking cells ». 
Albeit, in a histological slide the presence of artefacts, deformed structures and poorly cut 
cells (no visible nucleus) are recurring problems. 

4.1. Measuring cells 

Other than the lexicons, in order to properly ascertain the different cell types, this 
software can be used to measure the structure that is to be identified. If the reader 
hesitates between two different cell types (like between po1 and po2), it is possible to 
measure the oocyte in order to settle his choice.  

 

 
 

36. Measuring a structure in QuPath :  
o S c   L  c  (5th icon from the left in the top tool bar) 
o Draw a line over the structure 
o S c   A a  ab 
o Sc  d   d  L    
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Measuring the cell can help with 
categorizing the cell type. 
To measure a cell, go from the exterior 
cell layer of the theca to the opposite 
exterior cell layer of the theca, passing 
by the nucleus (center of the follicle). 
Avoid distorted, stretched or severed 
parts of the follicle 

The measurement of a follicle goes  

- straight across the cell 

- from the exterior membrane of the theca to the other exterior 
membrane of the same theca 

- while passing over the nucleus 

If the follicle is distorted (ripped or stretched out), do not measure in the 
direction of the distortion 
 

To measure the nucleo-cytoplasmic 
ratio, compare the diameter of the 
nucleus (red) with the diameter of the 
cytoplasm (purple). 
 
Nucleus diameter is superior to 50% of 

 c a  d a  > og or po1 
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4.2. Follicle identification 

 
For a detailed description of the follicles and other cellular structures that may be 

found within the ovaries of a fish species, refer to the lexicon of the studied species. 
Lexicons for species studied under the MATO project may be found on the Archimer 
website.  
 

    
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

The cross is on a follicle 
with no nucleus, but the 
green zona pelucida and 
presence of vitellus 
droplets confirms that this 
is a vtg1. Place this cross 
in the vtg1 category 

Measuring a follicle can help determine the cell type. If 
there is a doubt, mark the structure in the U category 

Cross on a follicle with 
no visible nucleus. Put 
this cross in the U 
category.  
 
Put into the U category 
the following follicles 
that do not have a 
nucleus : po1, po2, ldo 
or cao 

! 
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4.3. Sampling cross locations 

 

The structures are identified by a blue cross ( ), with a four pixel zone in its 
middle. These crosses are equidistant from one another, and the starting point of the grid 
is randomized at its creation. Each gonad has a sampling grid of 500 to 600 crosses. The 
center of the cross, on a 4 pixel-precise scale, is used to point out the structure that is to 
be identified.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
  

Zoom to the center of 
the cross.  
Colored pixels :  
50% white, 50% colored 
 
Always favor the 
colored structure, not 
the Is. Put the cross in 
the ct category 

Zoom to the center of 
the cross.  
Colored pixels :  
25% white, 75% colored 
 
The colored structure 
dominates. Put the 
cross in the ct category 

Zoom to the center of 
the cross.  
Colored pixels :  
75% white, 25% colored 
 
The white structure 
dominates. Put the 
cross in the Is category 

! 
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For this study, we will identify the follicles. This means that we will take into 
consideration the oocyte and its somatic tissue. If the center of a cross falls on the theca 
of an oocyte, we consider that the structure that is to be identified is the oocyte encased 
inside this theca.  

 

 
  

C  (   )  a  ac  
between the zr and the theca of a 
vtg1 follicle. Put this cross in the 
vtg1 category 

Cross (    ) on the theca of a 
vitg1 follicle. Put this cross 
in the vtg1 category 

This cross (    ) falls on 
 ac   b   

shift of the cellular 
contents of the follicle. 
In this case, the cellular 
contents are still 
attached to the follicular 
cells (ct + theca), 
allowing the reader to 
identify the follicle 
correctly (presence of 
vitellus droplets). Put 
this cross under the 
vtg1 category 
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Moreover, if the cross falls between the theca and the zona radiata (with the 
theca detached from the zona radiata), we still identify the cross as being on the 
follicle. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

  

Cross (   ) near an incomplete and broken piece of theca. Put this cross in the Is 
category. In doubt, put U 

Cross (   ) on (or in) a complete theca. The oocyte was ripped away during the 
mounting, making it impossible to determine the cell type. Put this cross in the U 
category 

Cross inside a follicle 
with the vd that have 
started to shift out of the 
theca. Put this cross in 
the vit4 category 

Cross outside of the 
c  ca, b  

inside the shifted vd. 
Put this follicle in the 
underneath most 
category :  Is  
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If a cross falls on a structure that is covered entirely or partially by another 
structure, (a cell may have been dislocated or the gonadal wall may have been folded 
over oocytes), the structure to identify will be the one most underneath. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

The cross (   ) falls on the 
gonadal wall (gw) that 
overlaps a po2 follicle. In 
this case, identify the 
underneath most structure. 
Put this cross under po2 

If a cross falls between two different follicle types (     ), place it under U 
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4.4. Gonadal wall (gw) 

 

 

 

  

Crosses (   ) on the gw. The top right two crosses are under a 
layer of cell from the gw, so even if they are in a « white 
zone » they will be categorized as gw 

All the crosses 
here are between 
the external and 
internal cell layer of 
the gw. Put all of 
these crosses into 
the gw category 
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Cross (   ) under the 
inner most cell layer 
of the gw. 
 

The ovarian lamellas are connected to the gonadal wall (gw) by 
connective tissue (ct). The gw ends where the ct enters the lamella. 
In this example, the gw is delimited by the red line. 
Crosses (   ) on gw tissue. If a cross falls on a muscle tissue (   ) 
inside the gw, put the cross in the gw category.  
If a cross falls on a blood vessel (bv /    ) inside the gw, put this 
cross in bv category 
 

! 
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The area is 
discolored, but 
the gw will be 
properly visible 
and colored in 
green. Even in a 
discolored area, 
identify the gw if 
a cross falls on it. 
 

The sample was 
flipped inside out, 
and the gonadal 

a      
d . A  c  

that fall in the area 
(outlined in red) 
should be 
classified under gw 
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The cross (   ) is on ct, 
between the thecas of the 
follicles. Put this cross in the 
ct category. 
 
If it can not be determined 
whether the cross is on ct or 
on the theca, favor the 
follicle.  
If it can not be determined 
where the cross falls when it 
is between two cells at 
different stages, put the cross 
under the U category 
 

 

4.5. Connective tissue (ct) 

 

 

 

 

 

 

Do not confuse ct with the 
theca! 
Here the cross is on the 
germinal epithelium that 
surrounds the cells into the 
ovarian lamella.  
og, po1 and po2 follicles 
have a theca. cao and 
vitellogenic follicles have a 
zr and a theca. Put this 
cross in the ct category 
 

! 

These crosses (   ) are on ct, 
near blood cells. If a cross 
had fallen on a blood cell, the 
category bv would have 
been selected. Here this is 
not the case, put these 
crosses in the ct category 

! 
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The cross (  ) is on ct, 
between blood cells. The 
blood cells seem to have 
been scattered within the 
lamella during the slide 
mount. If the cross had fallen 
on a blood cell, the category 
bv would have been 
selected. Here this is not the 
case, put this cross in the ct 
category 

Blood vessels in ct (   ). If 
a cross falls on these, put 
it in the ct category 
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4.6. Blood vessels (bv) 

bv = blood capillaries and/or blood vessels and/or blood cells 

 

 

 

 

  

Cross on the edge of a blood vessel.  
When zooming in, the cross has 50% red and 50% green. 
Because the green can be the cell tissue forming the 
capillary vessel, it is considered part of the bv structure, not 
ct. Put this cross under the bv category 

Blood vessel in the theca of an 
oocyte (    ). If a cross falls on this 
bv, classify it under the germinal 
c  (cao) category 

! 
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Crosses (    ) in a blood vessel in the gw. 
Put these crosses in the bv category 

Two crosses in a blood vessel in ct, with blood cells that were partly colored. Put this 
cross in the bv category. If there is a doubt, these crosses may also be placed under 
the U category 
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4.7. Intercellular space (Is) 

 

 

 

 
 

Refer to the center of the cross 
(4 colored pixels) to determine 
if the cross is over ct or Is. 

The cross seems surrounded 
by the theca and ct, but the ct 
is distorted and the cross falls 
on a  . Put this 
cross in the Is category. If 
there is a doubt, place the 
cross in the U category 

! 
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The cross lands between 
two structures. Put it in 
the Is category 

Refer to the center of the 
cross (4 colored pixels) 
to determine if the cross 
is over ct or Is. Put this 
cross in the Is category 

The cross seems surrounded 
by the theca, but the oocyte is 
d d a d    
the cross is in is not an area 
where the organelle have been 
ripped away, it is over Is. Put 
this cross in the Is category. If 
there is a doubt, this cross may 
be placed in the U category 

! 
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The gw has been 
disconnected from the 
rest of the inner 
structures. All crosses 

a  a     
a a  that is still inside 
the gonad are to be 
classified under the Is 
category 

When the gw  b  a d c a  c  a   : 

 Classify all follicles, even the ones that are on the other side of the gw. 

 A   ac  b   c  a d gw are to be classified under Is. There 
will be no E category in this case 

 
When the gw is broken but there are no follicles between the sample boundary and 
the gw: 

 Crosses found between the outer most cell layer of the gw and the sampling area 
(black line) are to be categorized under E  

 
When the gw is complete: 

 Any structure found between the outer most cell layer of the gw and the sampling 
area (black line) are to be categorized under E. 
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4.8. Unnatural emptiness (E) 

E = All zones outside of the ovarian boundary (i.e. gw) 

 

 

 

 

 
 Cross (   ) outside of the 

outer layer of gw cells. 
Put this cross in the E 
category 

Any structure found between 
the outer most cell layer of 
the gw and the sampling 
area (black line) are to be 
categorized under E. 
In this example, the tissues 
and follicles on the left of the 
red line are outside of the 
ovary, delimited by the 
unbroken gw. Any cross 
falling in that area must be 
placed under the E category 

Gonadal wall 
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Any structure found between 
the outer most cell layer of 
the gw and the sampling 
area (black line) are to be 
categorized under E. 
In this example, the tissue 
on the left of the red line is 
the mesovarium (tissue that 
connects the ovary to the 
coelomic cavity), and it is 
outside of the ovary, 
delimited by the unbroken 
gw. Any cross falling in that 
area must be placed under 
the E category 

Gonadal wall 

If the follicles are outside of the ovary and the gw is intact, 
put them in the E category. If the follicles are outside the 
ovary but the gw is missing, select the cell type 

The follicles are 
outside of the ovary 
and the gw is intact, 
put these crosses (   ) 
in the E category. 

! 
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4.9. Undetermined (U) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Cross (   ) on a blurry 
structure. Put it in 
the U category  

Structures that have 
not been identified in 
the protocol or in the 
lexicon must be placed 
in the U category 
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Discolored area : Some structures might be mislabeled without the help of coloration. 
If a structure is discolored, place it in the U category 

! 

Some discolored 
structures that can 
be found in the 
lumen may be 
confused with 
lysis. Place these 
discolored areas in 
the lumen under 
the U category 
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Objective Maturity of Fish through Quantitative Histology

Abstract In Europe, fish stock management and assessment rely on data collected yearly during
scientific campaigns. One biological parameter that is assessed is the sexual maturity phase, used to
estimate the portion of spawning capable indivudals. This parameter is used in the computation of
indexes such as the length or age at which 50% of the population has reached sexual maturity (L50

or A50), indexes used to set up indicators such as the Spawning Stock Biomass (SSB), the Spawning
Potential Ratio (SPR) or the Minimul Legal Length (MLL). Classically, maturity phase determination
is based on the visual observation of macroscopic criteria such as the general aspect of the gonad, its
color and its texture, making the assessment subjective and error-prone. This PhD suggests an approach
to determine accurately sexual maturity in females, while relying on objective criteria and quantifiable
histological ovarian structures and using machine learning to facilitate sample analysis from offshore beam
trawl surveys.
Multiple species of commercial interest were studied : the plaice (Pleuronectes platessa), the striped
red mullet (Mullus surmuletus), the megrim (Lepidorhombus whiffiagonis) and the four spot megrim
(Lepidorhombus boscii). The first objective was to clarify cellular oogenesis descriptions for these species
possessing little data and produce descriptive lexicons of their respective ovarian histology. Secondly, a
seterological study allowed for the quantification of cellular structures found within the female gonad
to determine a maturity phase. The reliability and reproducibility of these stereological readings was
proven through multi-agent calibrations, but also through the sampling of sections at different levels of
both ovaries. This method allowed for a monitoring of the oogenesis cycle of these species for a year
and highlighted the difficulty of estimating without bias the maturity phase of individuals outside of
the spawning period. The L50 and A50 in stereology were estimated and compared with values obtained
through the more classical method by observing macroscopic criteria. For P. platessa : L50 stereo = 20.6
cm and A50 stereo = 1.3 years against the literature with a L50 macros = 20.9 cm and an A50 macros =
3 years. M. surmuletus : L50 stereo = 22.9 cm and A50 stéréo = 1.5 years against the literature with a
L50 macros = 16.9 cm and an A50 macros = 1 year. L. whiffiagonis : L50 stereo = 20 cm and A50 stereo = 2.1
years against the literature with an L50 macros = 24 cm and an A50 macros = 2 years.
Though stereological analysis was proven reliable when estimating sexual maturity during spawning
periods, the counting of the histological structures isn’t easily implemented in the framework of regular
monitorings. This is why the data acquired during this PhD was implemented into a deep learning
algorithm to automate cellular identifications, yielding 77% of agreement for the maturity phase with
stereology.
Estimating a reliable maturity phase of individuals allows for a short term monitoring of populations
in their environment. In the long term, this data will also be useful to evaluate / describe the impact
of various pressures on these same populations with the aim to set sustainable regulations for exploited
stock species.

Key words : Sexual maturity, oogenesis, teleosts, stereology, deep learning



Maturité Objective des Poissons par l’Histologie Quantitative

Résumé En Europe, le suivi et la gestion des stocks de poissons reposent sur l’acquisition de données
récoltées annuellement lors de campagnes en mer. Un des paramètres biologiques analysé est la phase
de maturité sexuelle des individus afin d’évaluer la proportion d’individus capables de se reproduire.
Cette mesure permet le calcul d’indices tels que la longueur ou l’âge auquel 50% des individus atteignent
la maturité sexuelle (L50 ou A50), indices utilisés dans la mise en place des indicateurs que sont la
biomasse reproductrice du stock (SSB), le rapport potentiel de frai (SPR) ou encore les Longueurs
Minimales de Captures (LMC). Classiquement, la détermination de la phase de maturité repose sur
l’observation de critères macroscopiques tels que l’aspect général de la gonade, sa couleur et sa texture,
rendant l’évaluation subjective et source d’erreurs. Cette thèse propose une approche pour déterminer
avec précision la maturité sexuelle chez les femelles, en s’appuyant sur des critères objectifs et quantifiables
des structures histologiques de la gonade, et en ayant recours à l’apprentissage automatique pour faciliter
l’analyse des échantillons provenant des campagnes de suivi.
Plusieurs espèces d’intérêt commercial ont été étudiées : la plie (Pleuronectes platessa), le rouget barbet
de roche (Mullus surmuletus), la cardine franche (Lepidorhombus whiffiagonis) et la cardine quatre taches
(Lepidorhombus boscii). Le premier objectif était de préciser la description cellulaire de l’ovogenèse de
ces espèces peu décrites et de réaliser des lexiques descriptifs de l’histologie ovarienne de chaque espèce.
Dans un deuxième temps, une étude stéréologique a permis de quantifier les structures présentes dans la
gonade des femelles pour déterminer la phase de maturité. La fiabilité et la reproductibilité de la lecture
stéréologique a été éprouvée par une calibration inter-agents, mais également sur des coupes réalisées à
différents niveaux des deux ovaires. Cette méthode a permis le suivi de l’ovogenèse des espèces pendant un
an et a soulevé la difficulté d’estimer sans biais la phase de maturité des individus en dehors des saisons
de reproduction. Les L50 et A50 en stéréologie ont été calculés et comparés aux valeurs classiquement
obtenues par observation des critères macroscopiques. Pour P. platessa : L50 stéréo = 20.6 cm et A50 stéréo

= 1.3 ans contre la littérature donnant une L50 macros = 20.9 cm et un A50 macros = 3 ans. M. surmuletus :
L50 stéréo = 22.9 cm et A50 stéréo = 1.5 ans contre la littérature donnant une L50 macros = 16.9 cm et un
A50 macros = 1 an. L. whiffiagonis : L50 stéréo = 20 cm et A50 stéréo = 2.1 ans contre la littérature donnant
une L50 macros = 24 cm et un A50 macros = 2 ans.
Si l’analyse stéréologique s’est avérée fiable pour suivre la maturité pendant les saisons de reproduction,
le comptage des structures histologique reste difficile à mettre en œuvre dans le cadre de suivis réguliers.
C’est pourquoi les bases de données acquises dans le cadre de cette thèse ont été utilisées pour la mise en
place d’un modèle d’apprentissage profond (deep learning) pour automatiser l’identification des cellules,
obtenant 77% d’accord sur phase de maturité avec la stéréologie.
Déterminer de manière fiable la phase de maturité des individus permet à court terme le suivi des
populations dans leur environnement. À plus long terme cette donnée sera également utile pour évaluer
et décrire l’impact de pressions diverses sur ces mêmes populations dans un objectif d’appliquer des règles
de gestions durables adaptées aux stocks exploités.

Mots clefs : Maturité sexuelle, ovogenèse, téléostéens, stéréologie, apprentissage super-

visé
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