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Résumé

Les ressources halieutiques sont indispensables pour I’alimentation humaine et forment un
maillon essentiel des écosystemes marins. Sa gestion est réalisée en évaluant des unités de ges-
tion appelées « stocks halieutiques ». Ces stocks sont souvent identifiés par la forme externe de
I’ otolithe, une picce calcifiée présente dans 1’oreille interne des poissons. En effet, sa forme varie
selon I’héritage génétique, 1’adaptation a I’environnement et 1’évolution morphologique de I’indi-
vidu au cours de sa vie. Jusqu’a présent, I’analyse de la forme externe des otolithes est analysée
a partir d’images 2D issue en grande partie d’acquisitions par loupe binoculaire, microscope et
scanner optique. Ces images 2D utilisent seulement la forme externe et donc partielle de I’infor-
mation contenue dans 1’otolithe. Ainsi, la these contribuera dans un premier temps a (i) extraire les
informations de facon automatique et standardisée contenues dans la forme de 1’otolithe a partir
d’approches traditionnelles 2D mais aussi plus novatrices en 3D, pour avoir les informations non
biaisées de la forme. Dans un second temps, a partir de ces informations de forme, des méthodes
de machine learning ont été appliquées pour : (i1) analyser 1I’asymétrie entre les oreilles gauche et
droite sur la forme des otolithes ; (iii) identifier les stocks halieutiques avec micro (ile de la Réunion)
et macro (mer Méditerranée) échelles spatiales ; (iv) identifier les especes de poissons au sein d’un
écosysteme (Manche mer du Nord) a partir des otolithes en 3D en relation leur phylogénie et leur
écomorphologie. Deux méthodes (2D et 3D) ont été développées pour standardiser les otolithes en
termes de positionnement, de rotation et d’échelle de taille. Des parametres univariés (mesures et
caractéristiques) et multivariés (descripteurs elliptiques et sphériques de Fourier) ont été extraits
automatiquement pour pouvoir analyser la forme. L’analyse comparable de la forme 2D de I’es-
pece de rouget barbet de vase (Mullus barbatus) en mer Méditerranée n’a pas montré de différence
significative d’asymétrie liée a la zone géographique. Cette analyse a été complétée par la méme
approche en 3D qui elle a I’inverse a montré un effet géographique significatif sur la distinction
des otolithes gauches et droits. La classification des données 2D et 3D du rouget barbet de vase ont
permis de discriminer 2 unités de stocks en mer Méditerranée comparés aux écorégions obtenues
par classification des données environnementales modélisées. Les résultats obtenus a partir du 3D
ont été plus optimaux que ce soit en utilisant une classification non supervisée ou supervisée. Une
étude a micro-échelle spatiale réalisée autour de 1’ile de la Réunion sur plusieurs especes démer-
sales a partir d’images 2D a montré que parmi les 9 especes testées, 2 especes (Etelis carbunculus
et Pristipomoides filamentosus) présenteraient une structuration spatiale en deux stocks. Au niveau
interspécifique, 1’analyse de forme 3D a été appliquée sur les 22 especes principales de 1’écosys-
téme Manche mer du Nord et a permis de montrer des relations significatives entre la forme 3D
de I’otolithe et les caractéristiques phylogénétiques ainsi qu’écomorphologiques des poissons. La
these a permis a la fois de standardiser automatiquement les données 2D et 3D des otolithes pour
exploiter ses informations de forme. La forme 3D permet une augmentation de la précision et du
nombre d’informations contenues dans 1’otolithe. Ceci a été démontré pour plusieurs méthodes de
machine learning pour identifier les stocks ou les especes en lien avec la physiologie et I’environ-
nement dans lequel elles évoluent. Ces données permettront de prédire I’évolution des structures
de stock en fonction des changements globaux.
Mots clés : Otolithe des poissons, analyse de forme, 3D, identification de stock, asymétrie, identi-
fication d’especes, machine learning



Abstract

Fishery resources are essential for human food and form a crucial link in marine ecosystems.
Their management is conducted by assessing management units called "fishery stocks". These
stocks are often distinguished by the external shape of the otolith, a calcified piece present in the
inner ear of fish. Otolith shape varies according to genetic heritage, adaptation to the environment,
and the morphological evolution of the individual during its life. Until now, the external shape of
otoliths has been analyzed using 2D images, largely acquired through microscopes, and optical
scanners. These 2D images only utilize the external and thus partial shape information contained in
the otolith. This thesis initially contributes to : (i) automatically and standardly extracting the infor-
mation contained in the otolith shape using traditional 2D approaches as well as more innovative 3D
approaches, to obtain unbiased shape information. Subsequently, based on this shape information,
machine learning methods have been applied to : (ii) analyze the asymmetry between the left and
right otolith shapes; (iii) identify fishery stocks at micro (Réunion Island) and macro (Mediterra-
nean Sea) spatial scales ; and (iv) identify fish species within an ecosystem (English Channel/North
Sea) from 3D otolith shapes in relation to their phylogeny and ecomorphology. Two methods (2D
and 3D) have been developed to standardize otoliths in terms of positioning, rotation, and size
scale. Univariate (measurements and characteristics) and multivariate (elliptic and spherical Fou-
rier descriptors) parameters have been automatically extracted to analyze shape. A comparable 2D
shape analysis of red mullet (Mullus barbatus) in the Mediterranean Sea did not show significant
asymmetry differences related to the geographical area. This analysis was supplemented by the 3D
approach, which, conversely, showed a significant geographical effect on the distinction between
left and right otoliths. Classification of 2D and 3D red mullet data allowed the discrimination of two
stock units in the Mediterranean Sea compared to the classification obtained by classifying mode-
led environmental data. The results obtained from the 3D analysis showed greater accuracy over the
2D, whether using unsupervised or supervised classification. A micro-scale spatial study conducted
around Réunion Island on several demersal species using 2D images showed that, among the nine
species tested, two species (Etelis carbunculus and Pristipomoides filamentosus) exhibited spatial
structuring into two stocks. At the interspecific level, 3D shape analysis was applied to the 22 main
species of the English Channel/North Sea ecosystem and demonstrated significant relationships
between the 3D otolith shape and both phylogenetic and ecomorphological characteristics of the
fish. This thesis allowed the automatic standardization of 2D and 3D otolith data to exploit their
shape information. The 3D shape allows an increase in precision and the exploitation of the amount
of information contained in the otolith. This technique has been demonstrated for several machine
learning methods to identify stocks or species related to their physiology and the environment in
which they evolve. These data will help predict the evolution of stock structures based on global
changes.

Key words : Fish otolith, shape analysis, 3D, stock identification, asymmetry, species identifica-
tion, machine learning
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Introduction générale

Les ressources halieutiques, comprenant toutes les especes aquatiques exploitées (poissons,
crustacés, mollusques, .. .) par les activités humaines (p€che commerciale, péche de loisir, . . .). Ces
ressources naturelles jouent un role crucial pour les humains avec différents aspects a prendre en
compte qu’ils soient sociaux, économiques et écologiques. Sur le plan social, elles contribuent de
maniere significative a la sécurité alimentaire, a I’emploi et a I’économie globale, notamment dans
les communautés cotieres et insulaires (FAQO, [2020). Elles fournissent des protéines essentielles et
des micronutriments vitaux, comme les vitamines A, B et D, ainsi que des minéraux tels que le
calcium et le fer, indispensables a la santé humaine. La consommation de poissons est associée a
une réduction des risques de maladies cardiovasculaires (BURR, 1992]; HOLUB et HOLUB, 2004;
SAREMI et ARORA, [2009) et a une amélioration de la santé maternelle et infantile (VOLLET et
al.,2017; SPILLER et al., 2023), en particulier grace aux acides gras oméga-3 présents en grande
quantité chez les poissons (premiere source mondiale de production d’oméga-3; BENNETT et al.,
2018). La consommation des produits halieutiques est estimée a 20,2 kg par an et par habitant
(FAO, 2020). Le secteur de la péche - composé non seulement des pécheurs, mais aussi des en-
treprises de la transformation jusqu’a la distribution - emploie directement environ 38 millions de
personnes dans le monde (FAO, 2020). De ce fait, il est une source majeure de subsistance pour de
nombreuses populations, surtout dans les pays en voie de développement. La figure |1|illustre ces
données chiffrées. Environ 600 millions de personnes dépendent directement ou indirectement des
ressources halieutiques pour leur subsistance (FAO, 2020; WORLD BANK, [2024). D’un point de
vue écologique, les ressources halieutiques forment une part trés importante des écosysteémes ma-
rins et participent a 1’équilibre des habitats aquatiques en occupant un grand nombre des niveaux
trophiques (relation proies/prédateurs, compétition alimentaire) (BAILEY et al.,[2010; HUNSICKER
etal.,2011); MADIN et al., 2015)).

Ainsi, les ressources halieutiques sont indispensables pour 1’alimentation humaine, I’économie
et la stabilité écologique. Leur gestion durable est essentielle a la fois pour les préserver pour
les générations futures mais également pour assurer la bonne santé des écosystemes marins. La
gestion durable de la péche vise a optimiser/réguler les activités humaines liées, sans pour autant
compromettre la capacité des populations de poissons ciblées et non-ciblées a se reproduire et a se
maintenir dans le temps (FAO,[2020; ONU FRANCE, 2024).

Les politiques de gestion des péches s’appuient sur des estimations de divers parametres tels que
I’abondance, la biomasse, la productivité et la structure en dge des populations de poissons, en te-
nant compte de la dynamique propre a chaque espece et de leur zone géographique (PATTERSON et
al.,2001). Ces parametres sont estimés pour des unités de gestion appelées « stocks halieutiques »
ayant des limites géographiques précises. L’un des principaux outils de gestion visant 2 promouvoir
une péche durable et optimiser les retombées économiques est 1’exploitation de ces stocks selon le
Rendement Maximum Durable défini par les Nations Unies), qui représente la quantité
maximale de captures prélevées d’un stock halieutique donné sans compromettre sa capacité de
renouvellement a long terme, tout en tenant compte des conditions environnementales existantes
ou pouvant évoluer avec le changement climatique qui ne cesse de changer I’environnement.

9



Beaucoup d’efforts ont déja été réalisés pour améliorer la gestion des ressources halieutiques.
Parmi les stocks halieutiques connus, 26% sont exploités de maniere durable, soit plus de 10% de
plus qu’en 1975 (FAO, 2020). Toutefois, 13% des stocks restent en situation de surexploitation
et 57% des stocks n’ont pas encore été évalués, illustrés dans la figure [I). Cela signifie que la
pression de péche sur la majorité des ressources halieutiques demeure encore mal estimée, rendant
les conséquences incertaines de la péche et des autres activités humaines pour ces stocks et les
écosystemes associés. En plus de la péche, le changement climatique modifie les écosystemes et
donc les réponses des especes a ces évolutions. Ces changements se traduisent par un grand nombre
de facteurs environnementaux. Notamment I’augmentation de la température de surface des océans
de 1 a 5°C et de I’acidification des océans allant jusqu’a des valeurs de pH de 7.6 (actuellement
pres de 8.0) d’ici 2100 (selon les modeles utilisés de projection climatique ; GIEC, 2021)) sont au
centre de ce changement climatique.

90,3 millions tonnes de capture 141 milliards $ USD

J]I!lllﬁﬁ!ii |

ecmanr il

26% Stocks exploités
au niveau durable

4% Stocks sous-exploités

FIGURE 1 —Panorama de la péche mondiale en 2020 (sur les chiffres de la FAO,2020). Les données
sur les stocks sont issues uniquement des débarquements déclarés. Les chiffres sur la consommation
des ressources halieutiques combinent a la fois la péche et 1’aquaculture.

En conséquence, il reste plusieurs défis a la gestion durable la péche. L'un des enjeux de la
gestion des péches est d’augmenter et d’optimiser la part des stocks évalués qui sont considérés
comme ’unité de base pour I’évaluation des ressources halieutiques et de leur niveau d’exploitation
durable (SHERMAN et al.,[2005]; SPALDING et al.,[2007); PALOMARES et al.,[2020]; FAO, 2020).
Lefficacité de la gestion des péches commence par une identification et une délimitation correctes
des stocks, condition préalable a 1’étude de la dynamique et de la structure des stocks ou unités
de gestion (CADRIN et al.,[2014); MAHE, 2019); CADRIN, 2020). Chaque stock halieutique réagit
différemment a la pression de péche et aux mesures de gestion. Une mauvaise identification des
unités de gestion (taille de I'unité de gestion représentant qu’une partie ou a I’inverse plusieurs
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unités) pourrait conduire a des décisions de gestion non cohérentes avec la réalité, augmentant
ainsi les risques de surpéche (BEGG et WALDMAN, 1999|; BERG et al., 2021).

Concept de stock halieutique

La connaissance des unités de gestion ou stocks halieutiques et de leurs limites géographiques
sont des informations primordiales pour la gestion des pécheries particuliecrement dans un contexte
de changement climatique qui peut engendrer des modifications des limites de ces unités de gestion.
Ainsi, I’ensemble des acteurs ont besoin d’évaluer ces informations et de les mettre a jour, surtout
lorsque les ressources ne sont pas dans des conditions optimales de croissance.

Dans ce manuscrit, le stock halieutique, nommé simplement stock par la suite, est défini comme
I’unité de gestion qui est la partie exploitée des ressources halieutiques par les activités de péche.
C’est bien la notion d’unité utilisée dans la gestion des ressources marines et la mise en place des
quotas de péche, et non celle de population. Une population est définie comme un ensemble d’in-
dividus vivant dans un écosysteme déterminé et possédant des caracteres communs transmissibles
par hérédité, utilisée en écologie (DAGET et LE GUEN, |1975)). Le stock est la partie exploitable de
la population c’est-a-dire généralement tous les individus adultes pouvant se reproduire.

Le stock présente une réponse indépendante a la pression de péche par rapport aux autres
groupes proches géographiquement (GAULDIE, 1988). Dans cette these, les recherches ont été
ciblées sur les limites et la taille de cette unité de gestion ainsi que sur les parametres permettant de
définir précisement cette unité de stock. Ils peuvent étre tres différents en fonction de la biologie
de I’espece et des caractéristiques physico-chimiques de I’environnement dans lequel se développe
cette espece (figure [2).
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ZEE ZEE
.a 200 miles, Hautes mers ,a 200 miles,

FIGURE 2 — Différents types de stocks halieutiques (modifié de The state of world highly migra-
tory, straddling and other high seas fishery resources and associated species, https://www.fao.org/
4/a0653e/a0653e04.htm). Les numéros représentent des tailles de stocks différentes réparties sur
les [ZEE] et les Hautes mers.

D’autres définitions de stocks existent comme :

— le stock génétique (ensemble des individus d’une méme espece qui ne se reproduisent
qu’entre eux et donc distinct d’autres stocks en termes de composition génétique qui se
base sur la variance des fréquences alléliques entre stocks ; CARVALHO et al.,[1994); WARD,
2000)

— ou le stock phénotypique (ou environnemental, ensemble des individus d’une méme espece
adapté a son environnement de sorte a avoir des caractéristiques phénotypiques communes
dépendant de son environnement distinctes d’autres stocks qui se développent dans d’autres
habitats ; BOOKE, [1981)).

Le concept de stock halieutique a été initialement défini sans nécessairement prendre en compte

les différences phénotypiques ou génétiques (CARVALHO et HAUSER, [1995)). REISS ez al., 2009
ont montré que certaines limites de stocks ne reposent pas sur des bases biologiques solides en
dépit des études disponibles. L’abondance des poissons dans un stock halieutique est principale-
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ment influencée par le recrutement, la mortalité naturelle et la mortalité par péche, plutdt que par
I’immigration et I’émigration (LAUREC et LE GUEN, 1981). Cette définition a été adoptée essen-
tiellement pour des raisons opérationnelles. Elle permet d’évaluer quantitativement les individus
(nombre et biomasse) qui composent le stock, de comparer ces valeurs a des seuils de référence
pour estimer 1’état de santé du stock et de projeter son évolution future (HILBORN et WALTERS,
2001). L’absence de variation génétique détectable entre stocks ne signifie pas nécessairement un
stock unique. Un stock génétique peut comprendre plusieurs stocks halieutiques ou phénotypiques,
échangeant suffisamment d’individus pour masquer les différences génétiques tout en montrant des
variations en termes de recrutement et de mortalité. Par exemple, des populations le long de gra-
dients environnementaux peuvent présenter une variation génétique difficile a détecter, malgré une
différenciation phénotypique perceptible (GAULDIE et CRAMPTON, 2002). Les études actuelles
integrent les composantes phénotypiques et génétiques pour définir les limites des stocks halieu-
tiques (TAILLEBOIS et al.,[2017; ULRICH et al.,2017; 12Z0 et al.,2018). Les mécanismes régis-
sant la distribution des populations au sein d’une espece sont complexes et comprennent les effets
de I’environnement, les interactions entre especes et les pressions anthropiques tels que la péche,
la pollution, la perturbation des habitats et le changement climatique, conformément a 1’approche
écosystémique des péches. Sans évaluations précises des stocks et une gestion adaptée, les popula-
tions de poissons peuvent s’ effondrer, avec des conséquences économiques, sociales et écologiques
graves (SINCLAIR, [1987|; SINCLAIR et SMITH, 2002). Il est donc crucial de progresser dans la re-
cherche sur I’évaluation des stocks pour garantir la durabilité des péches. La premiere étape de ce
processus d’évaluation consiste a caractériser les limites géographiques de ces stocks.

Méthodes d’identification de stock

L’identification des stocks halieutiques repose sur une variété de méthodes, chacune offrant
des perspectives complémentaires pour déterminer la structure des populations de poissons. En
reconnaissance de I'importance de cette discipline, un groupe d’experts appelé (Stock
Identification Methods Working Group) a été établi en 1997 au sein du Conseil International pour
I’Exploration de 1la Mer (CIEM). Selon le dernier rapport de ce groupe, dix méthodes principales
sont actuellement utilisées pour identifier les stocks : les marqueurs génétiques (notamment les
microsatellites), les marqueurs de croissance dans les structures calcifiées, la forme des otolithes,
la chimie des otolithes, les parametres de I’histoire de vie, la morphométrie, le marquage et suivi,
I’étude des parasites, les approches de simulation, et les approches interdisciplinaires (ICES,2024).

La génétique est la méthode la plus utilisée (figure[3]) en utilisant des marqueurs génétiques, tels
que les microsatellites (BEACHAM et al., 2008|; HESS et al., 2014|; ARAUJO et al., 2014]; GILBEY
et al.,2017 les (single nucleotide polymorphisms) (CLEMENTO et al.,2014]; JORDE et al.,
2018|; BEACHAM et al.,|2022) et les CNVs (Copy Number Variations) (ZHU et al., 2016)). Toute-
fois, cette méthode demeure tres coliteuse et exige des équipements spécialisés. En outre, I’analyse
et I’interprétation des données sont complexes, en raison du continuum génétiqueE] lié a I’hérédité,
qui rend la distinction entre les stocks difficile (ICES, 2024)). La forme externe de 1’otolithe est la
seconde méthode la plus utilisée pour identifier les stocks et le nombre de publications sur le sujet
augmente fortement depuis les années 2000 (figure[3). L’otolithe est également utilisé pour délimi-

1. Un continuum génétique est un concept qui décrit une situation ol il existe une transition progressive et continue
entre des populations ou des groupes génétiques, sans frontieres nettes ou discontinuités majeures. Cela reflete une
variation graduelle des caractéristiques génétiques a travers 1’espace ou le temps.
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ter ces stocks a partir de sa microchimie et des marqueurs de croissance présents sur ce dernier.
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FIGURE 3 — Nombre d’articles scientifiques parus chaque année selon différents mots-clés apres
avoir préalablement sélectionné le mot-clé « fish stock identification » puis « genetic » ou « parasite
» ou « chemical » ou « otolith shape » (source Web of Science, données extraites en juin 2024).

Depuis quelques années, une approche pour améliorer la délimitation des stocks de poissons
consiste a utiliser une analyse multi-traceurs appliqués sur les méme individus (ICES, 2024;
HIDALGO et al., 2024). Cette méthode intégrée combine différentes sources de données multi-
disciplinaires, telles que la forme des otolithes, la microchimie des otolithes, la composition des
parasites, et la génétique des poissons par exemple (HIDALGO et al., [2024). Une telle approche
permettrait de recueillir des informations complémentaires sur la structure des stocks, offrant ainsi
une vision plus globale et précise de la variabilité au sein des populations de poissons. La morpho-
métrie des otolithes, qui étudie la forme des otolithes, fournit des informations sur les différences
morphologiques entre les populations. Ces variations peuvent étre le reflet de pressions environ-
nementales ou de différences génétiques, et ainsi aider a distinguer des stocks qui pourraient étre
confondus autrement. Toutefois, 1’efficacité de cette méthode peut étre limitée lorsqu’elle est utili-
sée 1solément, car elle ne capture pas toute la complexité des interactions environnementales aux-
quelles les poissons sont soumis (CAMPANA et CASSELMAN, [1993)). En intégrant la microchimie
des otolithes, qui analyse la composition élémentaire des otolithes, il est possible de retracer les
environnements spécifiques dans lesquels les poissons ont vécu au cours de leur cycle de vie. Cette
technique offre un apercu précieux des mouvements migratoires des poissons et de leurs inter-
actions avec différents habitats. Par exemple, une étude combinant la forme en 2D des otolithes
avec la microchimie a démontré que cette approche intégrée était plus efficace pour la délimita-
tion des stocks que I’analyse de la forme seule, car elle permet de capturer des informations a la
fois sur la morphologie et I’environnement de vie des poissons (MORALES-NIN et al.,[2022). En
outre, I'utilisation de données génétiques permet de détecter des différences héréditaires entre les
populations, renforcant ainsi la capacité a identifier des stocks distincts méme lorsque les carac-
téristiques morphologiques ou environnementales ne suffisent pas a elles seules. L’utilisation des
données génétiques et formes des otolithes permet d’optimiser la précision des analyses (RANDON
et al.,[2020). L’ ajout de données sur les parasites, qui peuvent étre spécifiques a certains habitats ou
populations, complete cette approche en offrant un autre niveau de différenciation des stocks. Ce-
pendant cette approche parasitaire est peu développée car il est nécessaire d’avoir au préalable des
cartographies du taux d’infestation des individus et ce type de donnée n’est souvent pas connu ou
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tres parcellaire. L’intégration de ces différentes sources d’information a travers une analyse multi-
traceurs permet non seulement d’améliorer la précision des classifications des stocks, mais aussi de
mieux comprendre les dynamiques sous-jacentes aux populations de poissons.

Dans cette these, la forme des otolithes a été choisie comme méthode pour identifier les stocks
de poissons. Cette approche présente plusieurs avantages. Contrairement aux analyses génétiques,
elle ne se heurte pas au probleme des continuums, ce qui facilite la distinction entre les groupes.
De plus, la forme des otolithes varie en fonction de I’environnement dans lequel évolue le poisson.
Par conséquent, cette méthode permet d’identifier des stocks li€s directement a leur environnement,
autrement dit, des stocks phénotypiques. Cependant, il est important de noter qu’un stock identifié
par une seule méthode ne constitue qu’une hypothese. Pour qu’un stock soit officiellement reconnu
comme une unité de gestion, il doit &tre validé par des groupes d’experts, tels que le[SIMWG], qui se
concentre sur les stocks de poissons européens. Ces experts confrontent les hypotheses formulées
avec d’autres approches et des données complémentaires, notamment des informations environne-
mentales, afin d’assurer la robustesse et la pertinence des résultats.

Définition d’un otolithe

Les oreilles droites et gauches, puisqu’il s’agit de structures paires situées de part et d’autre sous
le cerveau, sont constituées d’un réseau de canaux qui relie trois cavités (appelées sacs otiques)

(figure [)).
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FIGURE 4 — Positionnement des otolithes dans le poisson et son oreille interne. A : structure in-
terne du tilapia Oreochromis niloticus montrant la position de ces otolithes en couleur vive (figure
modifiée de HUET, 2024). B : Vue latérale d’une oreille interne droite du Antimora rostrata, avec
les trois otolithes clairement présents dans leurs sacs otiques (utricule pour le lapillus, lagena pour
I’asteriscus et saccule pour le Sagitta) (figure modifiée de DENG et al.,[2011)).
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Chaque sac contient un otolithe et est rempli d’un liquide appelé endolymphe (PANFILI et al.,
2002) (figure [5). Les otolithes sont des concrétions formées en grande partie de carbonate de cal-
cium qui sont présentes dans chaque cavité. La plus grande des cavités contient le plus grand oto-
lithe, appelé Sagitta (figure d)). Ce dernier est utilisé dans presque toutes les études, car la variation
de la forme des otolithes y est plus marquée (CAMPANA et CASSELMAN, |1993)). Ainsi, dans toutes
les études de cette these, 1’otolithe Sagitta sera nommé de maniere générale otolithe.

L’ otolithe baigne dans la cavité otique, mais est relié a I’encéphale par une membrane appelée
macula (PANFILI et al., 2002} figure [5). Les otolithes permettent la transduction d’informations
mécaniques telles que les mouvements (principalement les asteriscus) et les ondes sonores (princi-
palement les sagitta et lapillus) en signaux nerveux (GRASSE, |1958)).

Endolymphe

Sulcus acusticus

Cellules ciliées

8°™e nerf Cellule de soutien

méHJIa

FIGURE 5 — Structure des sacs otiques contenant les otolithes (figure modifiée de SCHULZ-
MIRBACH et al., 2019).

Cette membrane (macula) est en contact avec 1’otolithe sur sa face proximale (face interne) au
niveau d’une gouttiere nommée sulcus acusticus (figures[5]et[6). Cette membrane se répartit en trois
parties selon un axe antéro-postérieur avec I’ excisura (zone délimitée par le rostre et 1’antirostre),
Iostium et 1a cauda, illustrées figure [f] Les caractéristiques de cette zone sont en lien étroit avec le
développement acoustique (détection des ondes sonores) et angulaire (détection des accélérations
permettant 1’équilibre de I’individu). La forme de 1’otolithe montre généralement une face interne
proximale convexe et une face externe distale concave. En se positionnant sur la face interne, le
développement de 1’otolithe est souvent plus important sur 1’axe antéro-postérieur (zone de mesure
de la longueur de I’otolithe) par rapport a I’axe dorso-ventral (zone de mesure de la largeur de
Iotolithe) (figure [6).
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FIGURE 6 — Présentation d’un otolithe gauche du chinchard (Trachurus trachurus) a partir des
différentes vues extraites de I’image en 3 dimensions.

Les otolithes, qui évoluent pendant toute la vie des poissons, présentent des signatures chi-
miques et physiques qui correspondent aux conditions biologiques et environnementales que le
poisson a subies (CASSELMAN, [1987)). I a fallu attendre la fin du XIXe siecle pour que des scien-
tifiques observent ces otolithes et comptent sur leur surface externe des accroissements présentant
une périodicité et donc permettant d’estimer 1’age des poissons (REIBISCH, [1899). Depuis cette
date, I'utilisation scientifique des otolithes n’a cessé de croitre. Si 1’4ge et la croissance sont les
premieres informations extraites de ces otolithes, beaucoup d’autres recherches scientifiques uti-
lisent la forme et la composition chimique de 1’otolithe pour discriminer les stocks au sein d’une
espece ou retracer les déplacements géographiques des individus. De méme, il existe une relation
significative entre la croissance du poisson et celle de ses otolithes (LAGARDERE et TROADEC,
FOSSEN, 2003; MAHE et al.,[2017). En mesurant un otolithe d’une espece, il est donc pos-
sible d’estimer la taille du poisson auquel il appartenait. CAMPANA et THORROLD, ont es-
timé que pres de 800 000 otolithes furent utilisés au niveau mondial durant la seule année 1999,
pour connaitre les structures en age des especes de poissons commerciaux, ce qui représentait une
somme de I’ordre de 8 millions de dollars canadiens. De méme, en 2010, un bilan européen des
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pieces calcifiées fournies par les différents pays pour suivre les stocks des eaux européennes était
de 759 403 (ICES, 2011). Ainsi, chaque année dans le monde, le nombre de pieces calcifiées
récoltées, essentiellement des otolithes, est supérieur au million.

Facteurs potentiels pouvant influencer la formation de I’otolithe
au cours de la vie du poisson

L’étude de la forme externe de I’otolithe s’est fortement développée dans la recherche pour
mieux comprendre les populations de poissons et leurs limites géographiques. Cette forme inteégre
toutes les variations de conditions environnementales et de forcage climatique durant la vie du
poisson et les caractéristiques génétiques des parents (VIGNON et MORAT, 2010; WEI et ZHU,
2022); JAWAD et al., [2023]; REIS et al., [2023)). Ces différences de forme de 1’otolithe peuvent
étre attribuées a des différences géographiques liées a I’activité métabolique des organismes. Cette
derniere est elle-méme le résultat des facteurs environnementaux et de la composante génétique
propre a chaque individu (GAULDIE et NELSON, [1990]; SMITH, [1992]; BEGG et BROWN, [2000).
La forme de I’otolithe du poisson évolue depuis le stade embryonnaire jusqu’a I’age adulte. Cette
transformation, connue sous le nom d’ontogénie, décrit le développement morphologique au fil de
la vie d’un poisson. Bien que les influences génétiques et environnementales soient essentielles
pour comprendre la forme des otolithes, le principe d’ontogénie est également crucial (SOGARD,
1991]; HUSSY, [2008); MORAT et al.,[2012); VIGNON, 2012); MAHE, 2019|; LOEPPKY et al.,[2021];
WEI et ZHU, . Par conséquent, la forme de I’otolithe d’un individu donné se modifie tout au
long de son existence. La figure [7]illustre cette différence pour 3 stades de vie.

Influence
des facteurs

100 %

Génétique

Environnement @
0% Ontogénie {

— o % Stade de vie

o © @&

FIGURE 7 — Influence des facteurs potentiels (ontogénie, environnement, hérédité génétique) sur la
forme du poisson et de son otolithe a chaque stade de vie.

Lutilisation de la forme de I’otolithe comme méthode pour discriminer les stocks s’est déve-

19



loppée depuis les années 1990 avec en particulier les études de DE PONTUAL et PROUZET, |1988
et CAMPANA et CASSELMAN, |1993|. Depuis les années 1990, les scientifiques ont développé un
engouement certain a utiliser la forme de I’otolithe comme méthode de discrimination de stocks de
poissons avec pres de 50 articles scientifiques par an lors de ces dernieres années. Le suivi réalisé
chaque année par un groupe d’experts internationaux (Groupe de travail sur les méthodes d’évalua-
tion des stocks [SIMWG| mis en place par le montre que I’analyse de forme des otolithes
devient la principale méthode employée pour définir et valider les limites des stocks. Ceci peut
s’expliquer par les avancées récentes en matiere d’analyse d’images et de traitement des données,
en particulier avec le développement des outils statistiques tels que R (R CORE TEAM, [2024)) qui
permettent de réaliser des études par un plus grand nombre et a faible colit en comparaison avec
I’approche des traceurs génétiques, en montrant des résultats généralement comparables.

La morphologie externe des otolithes contribue également a distinguer les diverses especes de
poissons auxquelles ils appartiennent, offrant ainsi une méthode de reconnaissance au niveau in-
terspécifique. De ce fait, ces analyses sont employées dans le cadre de recherches archéologiques
(DISSPAIN et al.,2016/; AGIADI, |[2022) ou dans des études portant sur les interactions entre proies
et prédateurs au sein des réseaux trophiques (LOWRY, 2011|; STOCK et al.,[2021); QUIGLEY et al.,
2023)). 11 a été constaté que chez différentes especes, la taille des individus n’est pas nécessaire-
ment proportionnelle a celle de leurs otolithes (CAMPANA, |2005). Ainsi, des especes pélagiques
comme le thon ou I’espadon peuvent avoir des otolithes relativement petits ; tandis que certaines
especes récifales plus petites peuvent posséder des otolithes plus grands (CAMPANA, 2005). Par
ailleurs, les especes de poissons adeptes de la nage rapide ont tendance a posséder des otolithes
plus élancés comparativement a ceux des especes bentho—démersalesﬂ

En plus de ces 3 classes de facteurs pouvant potentiellement affecter la forme de 1’otolithe, il y
a un autre facteur a prendre en compte, car les otolithes étant des structures paires présentes dans
les oreilles internes droite et gauche (figure[8]), une asymétrie de forme entre les deux otolithes peut
étre observée de facon plus ou moins marquée selon I’espece considérée et son environnement.

2. Les poissons pélagiques évoluent essentiellement en haut de la colonne d’eau, c’est-a-dire a proximité de la
surface.

3. Les especes benthiques vivent en bas de la colonne d’eau, c’est-a-dire a proximité du fond, et se nourrissent
principalement d’animaux dans ou sur le fond. Les espéces bentho-démersales vivent a proximité du fond, mais peuvent
également étre une partie du temps au milieu de la colonne d’eau (VOLPEDO et al.,[2008; TUSET et al., 2014)).
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FIGURE 8 — Présentation de I’otolithe gauche et droit du chinchard (Trachurus trachurus) et
de la complexité de forme variant selon la partie divisée par 1’axe principal ou la présence de
I’ antirostrum

L’asymétrie individuelle entre les otolithes droit et gauche d’un méme individu est I’un des
effets physiologiques qui peut biaisé I’identification des stocks réalisée a partir de la forme des
otolithes (MAHE et al., [2021). En effet, de nombreuses études de la forme des otolithes utilisent
I’otolithe gauche ou droit ou les mélanges des deux sans pour autant tester leurs effets sur I’ana-
lyse (MAHE et al.,2021); MUNOZ-LECHUGA et al., 2023). I’ asymétrie entre les otolithes droit et
gauche chez les poissons peut se manifester sous différentes formes et étre influencée par plusieurs
facteurs. Trois types d’asymétrie sont principalement identifiés : I’asymétrie fluctuante, I’asymétrie
directionnelle (AD), et I’antisymétrie. L’asymétrie fluctuante, caractérisée par une déviation aléa-
toire de la symétrie parfaite, est souvent utilisée comme indicateur de la stabilité développemen-
tale, reflétant la capacité d’un organisme a développer une symétrie idéale malgré les perturbations
environnementales et génétiques. Cette forme d’asymétrie est généralement associée au bien-Etre
physique (fitness) de I'individu, oil une augmentation de 1’asymétrie fluctuante peut indiquer un
stress accru ou une diminution des performances (PALMER, |1994|; PALMER et al., 2010; DiAz-
GIL et al., 2015). L’asymétrie de la forme de 1’otolithe, qu’elle soit fluctuante ou directionnelle,
peut entrainer un dysfonctionnement du systeme de détection vestibulaire (HILBIG et al., 2011).
Elle peut également avoir un impact sur la capacité du poisson a traiter les sons et a s’auto-orienter
(LYCHAKOV et al.,2008), et influencer ses schémas de nage (BEIER et al., 2002; LYCHAKOV et
al.,2008|; HILBIG et al., 2011)). Chez les poissons plats, I’asymétrie de la téte, incluant la migration
de I’ceil et du systeme nerveux pendant la métamorphose, est principalement déterminée génétique-
ment (GRAF et BAKER, [1983|; FRIEDMAN, 2008|; BAO et al., 2011|; COMPAGNUCCI et al.,2014)).
Cette asymétrie se traduit par des otolithes plus larges et plus longs du coté aveugle, indépen-
damment de I’espece qu’elle soit a gauche ou a droite (SOGARD, |1991|; FISCHER et THOMPSON,
2004;; HELLING et al., 2005/; MERIGOT et al., [2007|; MILLE et al., 2015). Cette asymétrie di-
rectionnelle est une adaptation fonctionnelle au mode de vie benthique des especes appartenant
a la famille des pleuronectiformes. La gravité terrestre, influengant la croissance accrétionnelle,
peut €tre une des sources qui contribue a cette asymétrie chez les poissons plats contrairement
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aux poissons ronds (SCHREIBER, 2006/; MILLE et al., 2015). Le niveaux d’asymétrie de I’otolithe
chez les poissons ronds (téte symétrique) peut varier selon les especes et plus particulierement
entre stocks d’une méme espece, suggérant une influence environnementale sur cette caractéris-
tique morphologique (KLINGENBERG, [2015; MAHE et al., 2021). En général, pour les poissons
ronds, les formes des otolithes gauche et droit sont symétriques dans I’espace 2D (CASTONGUAY
et al.,[1991); CARDINALE et al., 2004/; PETURSDOTTIR et al.,[2006; DUARTE-NETO et al.,|2008;
MILLE et al., 2015; MAHE et al., 2016b). L’asymétrie est souvent liée au stress et/ou aux varia-
tions de I’environnement. Elle est souvent considérée comme un marqueur de 1’instabilité déve-
loppementale (GREEN et al., 2017; MAHE et al., 2021). La plupart des espéces de poissons ronds
analysés montrant une asymétrie significative des otolithes est située dans des régions tempérées ou
la variation de la température est tres fluctuant avec une gamme de valeurs tres étendue (PALMER et
STROBECK, 1986). C’est le cas chez le hareng (Clupea harengus) (BIRD et al.,|1986) et le merlan
(Merlangius merlangus MILLE et al.,|2015) en Manche mer du Nord; chez le sparaillon (Diplo-
dus annularis) (TROJETTE et al., 20135)) et le mulet porc (Liza ramada) (REBAYA et al.,[2017) en
Tunisie; chez le sar a museau pointu (Diplodus puntazzo) en mer Egée (BOSTANCI et al., 2016);
chez le thazard oriental (Scomberomorus niphonius) dans la mer Jaune et la mer de Chine orientale
(ZHANG et al.,|2016)) ; ainsi que chez le bogue (Boops boops) en Méditerranée (MAHE et al.,[2018)).
Mais qu’en est-il pour les poissons vivant dans des milieux tropicaux ol la température est élevée
mais avec une étendue peu variable (c’est-a-dire avec une gamme de températures tres restreinte
par rapport aux milieux tempérés) ?

Dans cette these, de nouvelles recherches sur cette thématique ont ét€ menées sur 1’asymétrie
en 2D des otolithes chez des especes tropicales, puis a la fois en 2D et en 3D en milieu tempéré. Cet
effet est quantifié de plus en plus depuis 2019 (figure [9). Chez les poissons, seulement une étude au
niveau interspécifique a montré que les especes présentaient des sensibilités auditives différentes
et que cela pourrait etre di a leur adaptation fonctionnelle différente des oreilles internes droite et
gauche en fonction de I’habitat rencontré (SCHULZ-MIRBACH et al.,|2012). De méme, une étude
au niveau intra-spécifique a renforcé cette conclusion en montrant qu’au sein d’une espece, il peut
y avoir des niveaux d’asymétrie significativement différents selon I’habitat (MAHE, [2019).
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FIGURE 9 — Nombre d’articles scientifiques parus chaque année selon le type de données extraites
pour analyser la forme de I’otolithe en ayant préalablement sélectionné les mots-clés « otolith shape
» puis « symmetry » ou « asymmetry » (source Web of Science, juin 2024).

Comment extraire les informations de la forme de I’otolithe ?

Pour étudier la variabilité de forme des otolithes, il est crucial de décrire leur forme externe
de maniere quantitative. Ces variables sont mesurées a partir d’une image de 1’otolithe a I’aide de
logiciels ou d’algorithmes d’analyse d’images (par exemple R Momocs, BONHOMME et al.,2014).

La forme de I’otolithe est généralement extraite des images bidimensionnelles (2D) (BIRD et
al., 1986)). Selon I’espece étudiée, des otolithes entiers, cassés et/ou sectionnés sont utilisés pour
I’estimation de I’age (VITALE et al.,[2019), cependant les otolithes sectionnés et cassés ne peuvent
pas étre utilisés pour I’analyse de forme. Pour préparer les otolithes a 1’analyse, ils sont d’abord
nettoyés de la matiere organique a 1’aide d’une éponge, de serviettes en papier, d’une brosse douce
ou d’un nettoyeur ultrasonique. Pour certaines especes (par exemple, le rouget de roche, Mullus
surmuletus ; MAHE et al., 2013), les otolithes peuvent étre briilés pour augmenter la visibilité des
incréments de croissance tels que définis par CHRISTENSEN, [1964. Selon I’échantillonnage, les
images des otolithes sont prises en utilisant un seul otolithe ou les 2 otolithes gauche et droit, ce
qui conduit a ces deux types différents d’images d’otolithes dans les bases de données d’images
acquises en routine. Certaines des acquisitions ne sont pas standardisées; et parfois les otolithes
sont cassés ou présentent un chevauchement entre les otolithes gauche et droit. De plus, pour la
méme espece, la taille des otolithes peut €tre tres différente et, dans plusieurs cas, divers objectifs
(grossissement) sont utilisés. Trois outils différents sont utilisés pour prendre les images des oto-
lithes : un scanner (basse résolution), une loupe binoculaire (résolution moyenne) et un microscope
optique a haute résolution, qui permet la visualisation des structures de croissance (incréments de
croissance) et de la forme. Avec la loupe et le microscope, des caméras aux caractéristiques tech-
niques différentes (c’est-a-dire objectif, grossissement, capteur, résolution) peuvent étre utilisées,
entratnant des tailles différentes de pixels. Les images sont généralement acquises en utilisant un
canal (rouge-vert-bleu : RedValue + GreenValue + BlueValue), mais peuvent parfois, selon
I’utilisateur, €tre prises en niveaux de gris. L’intensité lumineuse de I’'image est également ajustée
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par I'utilisateur. Toutes ces possibilités d’acquisition d’images en termes de résolution, de couleur,
de grossissement, d’intensité lumineuse ou de nombre d’otolithes par image (ou d’otolithes cassés
/ décalcifiés) entrainent un manque de standardisation dans les images acquises en routine pour
estimer 1’age des poissons. Pour toutes les méthodes d’acquisition, les utilisateurs peuvent choisir
une lumiere réfléchie ou transmise pour éclairer les otolithes. Un anneau annuel (c’est-a-dire un
incrément de croissance annuel) est supposé se composer d’une zone opaque et d’une zone trans-
lucide (PANFILI et al.,|2002). En lumiere réfléchie, les zones opaques des otolithes sont blanches
et les zones translucides sont sombres (sur un fond noir). En lumiére transmise (avec un fond
blanc), c’est I’inverse : les zones opaques des otolithes sont sombres et les zones translucides sont
blanches. Tout cela illustre la diversité des images d’acquises en routine. Dans ce contexte, une
partie de cette these se concentre sur le développement d’une méthode visant a standardiser les
différentes images obtenues lors des acquisitions en routine. L’ objectif est de convertir ces images
en données uniformisées, répondant a des criteres standards de représentation (les couleurs, la ré-
solution, I’orientation, . ..). Cette standardisation est essentielle pour garantir la comparabilité et la
fiabilité des analyses effectuées a partir de ces images, tout en minimisant les variations dues aux
conditions techniques ou méthodologiques.

Toutefois, ces images 2D ne représentent qu’un seul plan de projection d’un objet tridimension-
nel (3D). Un biais potentiel peut donc exister en raison de la position de 1’objet lors de I’acquisition
en 2D. D’une part, vu que I’otolithe est courbé, la forme de 1’otolithe capturée en 2D peut €tre
différente si I’inclinaison de 1’otolithe n’est pas standard lors de la prise de vue (figure[10).

Angle de prise de vue Image capturee
1

FIGURE 10 — Différentes formes de I’otolithe capturées en 2D selon les angles d’inclinaison de
I’otolithe. 1 : parties entre le rostrum et I’ antirostrum différentes; 2 : parties postérieures de 1’oto-
lithe différentes.
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D’autre part, la plupart des études de forme des otolithes en 2D, en particulier celles portant sur
la délimitation des stocks, ne prennent pas en compte le sulcus acusticus dans leur projection 2D.
Cette zone présente des formes relativement complexes, y compris pour les poissons plats dont les
otolithes ont des formes simples. Les études antérieures sur cette structure en 2D (TORRES et al.,
2000;; CHOLLET-VILLALPANDO et al., 2019; D’IGLIO et al., 2023)) ne prennent pas en compte
toutes les projections possibles, ce qui signifie que la forme complete ne peut pas Etre représentée,
faussant ainsi la représentation du volume ou de la profondeur. Ces faces, non prises en compte
par I’analyse de forme 2D (face proximale ou distale de 1’otolithe), sont également composées
d’éléments ioniques et organiques de quantité hétérogeéne dans 1’endolymphe (figure [I1)). Or, une
représentation de la forme 3D de I’otolithe peut permettre de capturer ces différences et d’estimer
plus justement le volume et la profondeur de chaque partie.

Compositions de Zone Zone
I'endolymphe proximale distale
CI 150 160 mMol/l
Na* 120 95  mMol/l
2 [K* 20 80  mMolll
g_Mg2+ 0,5 0,17 mMol/l
< PO 1,8 0,47 mMol/l
O |Ca total 1,3 1,2  mMol/l
CO, total 10 20 mMol/l
pH 7,4 8
3
3 |Protéines 13 3 g/l
< |Acides aminés 1,6 0,5 gl
>IFRC 69 19

@)

FIGURE 11 - Différence de quantité des composées ioniques et organiques des deux zones de I’en-
dolymphe (proximale et distale). Les valeurs en rouge sont les plus élevées (données ALLEMAND
et al., 2007); figure modifiée de SCHULZ-MIRBACH et al.,[2019).

Plusieurs études antérieures ont utilisé le poids de 1’otolithe comme simple estimateur de 1’ap-
proximation de la forme totale (PAWSON, |1990; WORTHINGTON et al., 1995; CARDINALE et
ARRHENIUS, 2004); FRANCIS et al.,|2005), mais les otolithes peuvent avoir des formes différentes
pour un poids donné. Les études sur 1’otolithe 3D se sont concentrées sur les acquisitions des
images et/ou I’extraction de la forme de 1’otolithe en trois dimensions (ZITEK et al., 2014|; MAPP
et al., 2016; MARTI-PUIG et al., [2016/; VASCONCELOS-FILHO et al., [2019); QUINDAZZI et al.,
2022), et sur la compréhension du role fonctionnel et de 1’évolution de I’ oreille interne et de 1’oto-
lithe avec les effets sonores (SCHULZ-MIRBACH et al., [2018|; SCHULZ-MIRBACH et al., [2019|;
SCHULZ-MIRBACH et al.,|2020; WEI et MCCAULEY, 2022). Ces analyses de 1’otolithe en 3D se
sont développées qu’a partir de 2010 et ne représentent qu’une infime partie dans le domaine de
I’analyse de forme de I’otolithe (figure [12).
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FIGURE 12 — Nombre d’articles scientifiques parus chaque année selon le type de données extraites
pour analyser la forme de 1’otolithe en ayant préalablement sélectionné les mots-clés « otolith shape
» puis « 3D » (source Web of Science, état en juin 2024).

Cette these se distingue par une approche originale pour analyser la morphologie tridimension-
nelle des otolithes. Les techniques avancées d’imagerie 3D, souvent utilisées en neurosciences,
sont combinées a des méthodes d’analyse quantitatives récentes. L’ objectif est de caractériser avec
précision la diversité et la variabilité des formes. Cette stratégie permettra de mieux comprendre les
différences intra et interspécifiques et d’identifier des indices subtils liés a des facteurs écologiques
et fonctionnels. En explorant des dimensions encore peu étudiées, cette recherche représente une
avancée importante dans la compréhension globale des otolithes et des facteurs influencant leur
forme.

Dans le cadre de cette these, la microtomographie a été choisie comme méthode principale pour
I’analyse tridimensionnelle des otolithes. L.a microtomographie est une technique non destructive
qui utilise des rayons X pour obtenir des images en coupe d’un objet. Ces images sont ensuite com-
binées pour reconstruire une structure 3D détaillée. Comme le montre le tableau |1}, cette méthode
se distingue par une résolution interne excellente et permet une analyse non invasive, ce qui en fait
un outil de choix pour I’étude des otolithes. L’un des principaux atouts de la microtomographie
est sa haute résolution interne, qui peut atteindre 1’échelle du micrometre. Cela permet d’observer
avec précision les caractéristiques interne et externes de I’objet scanné, comme leur microstructure
et leur contours complexe. De plus, contrairement a d’autres méthodes nécessitant des préparations
destructives, elle préserve parfaitement 1’intégrité des échantillons. Cette qualité est particuliere-
ment précieuse lorsqu’il s’agit d’otolithes rares ou d’échantillons a forte valeur scientifique qui
doivent étre conservés pour des analyses futures. Par ailleurs, la microtomographie offre une visua-
lisation tridimensionnelle complete des otolithes. Ces structures, souvent marquées par des sillons
et des courbures ne peuvent pas €tre correctement évaluées a I’aide de méthodes bidimensionnelles.
Grice a la reconstruction 3D, il est possible d’obtenir une représentation fidele de leur forme, tout
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en facilitant des analyses morphométriques détaillées. Cette capacité est essentielle pour mieux
comprendre les processus de croissance des otolithes et les variations liées a leur environnement.

TABLE 1 — Comparaison des méthodes de capture 3D et leurs caractéristiques

Méthode Fonctionnement Avantages Prix (€)
Rayons X pour des Résolution interne
. . 100 000 -1
Tomographie images en coupe, excellente, non million+
combinées en 3D destructif (in vivo)
Imagerie par Champs magpenques Pas de radiation, idéal 150 000 — 2
et ondes radio pour . o
@ ri : pour les tissus mous millions+
imagerie 3D
Mesure les distances Portable pour certain 10 000 — 100
Scanner 3D laser . .
avec un faisceau laser modele 000+
Scanners a Projette un motif
lumiere lumineux et capture les Rapide 5 000 - 50 000
structurée déformations
.. .| Utilise plusieurs photos | Coiit faible, nécessite <5000 (matériel
Photogrammétrie . . . .
pour reconstruire la 3D | juste un appareil photo | photo + logiciel)
. Envc?le des impulsions Couvre de grandes 20 000 — 200
LiDAR|] lumineuses et mesure
surfaces 000+
le retour

Les images radiographiques, permettant de reconstruire des objets 3D comme des otolithes,
sont acquises a I’aide d’un microtomographe a rayons X ou uCT). Cette technologie
est une avancée dans le domaine de 1’analyse de I’otolithe et elle est de plus en plus utilisée dans
les études morphométriques et biologiques. La microtomographie a rayons X consiste a capturer
des images bidimensionnelles (radiographies) des otolithes sous différents angles, couvrant une
rotation complete de 180° ou 360°. Ce processus permet de reconstruire en trois dimensions la
structure externe de 1’otolithe avec une grande précision. La fonctionne sur le principe
de I’atténuation différentielle des rayons X, qui varie en fonction de la densité du matériau traversé.
En effet, les tissus plus denses, comme les otolithes, atténuent davantage les rayons X que 1’air ou
les tissus moins denses, ce qui se traduit par une échelle de valeurs de gris dans les images obtenues.

Il existe deux grands types de données qu’il est possible d’extraire avec la forme des otolithes :
les données univariées et les données multivariées.

Les données univariées reposent sur des parametres morphologiques simples ou des descrip-
teurs tels que la longueur (mesurée comme le plus grand axe de 1’otolithe), la largeur (le plus grand
axe perpendiculaire a la longueur), I’aire, le périmetre et I’épaisseur. Les indices de forme est ’'une
des méthodes qui permet de caractériser I’ otolithe par une forme géométrique simple et donc moins
dépendants de la taille de I’otolithe par rapport aux données univariées de base. Par exemple, les
otolithes peuvent étre décrits comme des cercles, donnant 1’indice de circularité, des rectangles

27



avec l'indice de rectangularité, ou des ellipses avec I’indice d’ellipticité. Ces indices de forme,
construits a partir des mémes parametres morphologiques, peuvent étre redondants (MERIGOT et
al.,2007; MAHE, 2019). Toutefois, ces méthodes demeurent des descripteurs simples de la forme
des otolithes, mais elles restent tres utilisées dans la littérature (figure fl}[)

Les méthodes multivariées sont les plus couramment utilisées pour identifier les stocks (CADRIN
et al.,[2014]; MAHE, 2019); ICES, [2024). Ces méthodes permettent une description plus compléte
et précise de la forme des otolithes. Les méthodes multivariées pour décrire la forme des otolithes
sont les transformations en ondelettes (Wavelet transform) (PARISI-BARADAD et al.,2005); TUSET
et al., 2014); LIBUNGAN et al., [2015|; SAYGIN, 2024)), la morphométrie géométrique basée sur
les points homologues ou semi-homologues (MONTEIRO et al., 2005); PONTON, [2006|; VIGNON,
2012); TUSET et al.,[2016); IBANEZ et al.,[2017); AFANASYEV et al.,[2017), et I’analyse des Des-
cripteurs Elliptiques de Fourier (en anglais [EFDf) (GAULDIE et CRAMPTON, 2002]; GAGLIANO et
MCcCORMICK,2004); GALLEY et al.,[2006/; MILLE et al.,2015|; AFANASYEV et al.,2017; MAHE,

2019) (figure[13).
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FIGURE 13 — Nombre d’articles scientifiques parus chaque année selon différents mots-clés apres
avoir préalablement sélectionné le mot-clé « otolith shape » puis les différentes méthodes d’analyse
de la forme des otolithes (source Web of Science, état juin 2024).

La méthode la plus utilisée est celle a partir des descripteurs [EFDf (figure[T3)), qui permet de dé-
crire le contour fermé de n’importe quel objet en utilisant des ellipses. Ces descripteurs fournissent
une représentation plus compléte de la forme, rendant possible une analyse plus précise et détaillée
des variations morphologiques dans des contextes biologiques et écologiques. Elle permet d’iden-
tifier précisément les zones ou se situent les différences moyennes entre les groupes d’individus, en
fournissant une vue détaillée des variations morphologiques (BOOKSTEIN, [1992)). Les variations
de la forme ont été étudiées a 1’échelle individuelle afin d’examiner les sources de variations de la
forme au sein des populations (intra-populationnelle) et entre individus (inter-individuelle), ainsi
que les variations au sein méme d’un individu, telle que I’asymétrie entre les 2 oreilles internes
(ZELDITCH et al.,2004); KLINGENBERG, [2015).

Le contour de I’otolithe est projeté dans un repere orthonormé en deux dimensions. Cette pro-
jection est décrite par des fonctions paramétriques x(¢) et y(r) (figure[14)), qui peuvent étre approxi-
mées par une somme de fonctions trigonométriques, ou harmoniques, correspondant a des ellipses
(KUHL et GIARDINA, :
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x(t) =52 + X | (A; x cos(it) + B; x sin(ior))
y(t) = % +Y" (Ci x cos(iwt) + D; x sin(iowr))

Chaque harmonique est caractérisée par 4 descripteurs de Fourier (4;, B;,C;, D;), m est le nombre
total d‘harmoniques utilisées pour approximer x(z) et y(z). ¢t € [0, T] est la distance de I’arc le long
du contour mesurée a partir d’un point de départ arbitraire jusqu’au point considéré. T correspond
au périmetre du contour fermé (approximation par le polygone équivalent) et est la période des
fonctions x(¢) et y(¢), ce qui permet de définir la longueur d’onde @ = 27 /T. La standardisation
de ces descripteurs de Fourier par rapport a la premiere harmonique rend les descripteurs invariants
par rapport a la taille et a ’orientation de 1’otolithe ainsi qu’au point de départ choisi pour la pro-
jection du contour. Les sont particulierement puissants pour décrire les variations de forme
sur I’ensemble du contour des otolithes et permettent une reconstruction précise des formes a partir
d’un nombre limité d’harmoniques.

— 1 5 10
\\ /> @ @ harmoniques
t

y

15 20 Forme

harmoniques harmoniques initiale

FIGURE 14 — Principe des descripteurs elliptiques de Fourier selon 1’évolution du nombre d’har-
moniques utilisées pour reconstruire la forme initiale.

Comment traiter les informations de la forme de 1’otolithe ?

A partir de I’extraction des descripteurs de forme, la seconde étape est de partitionner ou classer
les données selon les informations disponibles. Ainsi, des analyses de classification supervisée et/ou
non supervisée peuvent étre appliquées :

— La classification supervisée est une méthode d’apprentissage automatique ol un modele

est entrainé a partir d’'un ensemble de données étiquetées. Le modele apprend a prédire
I’étiquette correcte pour de nouvelles données en utilisant ces exemples étiquetés.
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— La classification non supervisée, souvent appelée clustering, est une méthode d’apprentis-
sage automatique ou le modele apprend a partir d’un ensemble de données non étiquetées.
Le but est de découvrir des regroupements ou des découpages des données, sans connais-
sances préalables sur les étiquettes de classe ni méme sur leur nombre a considérer.

Dans le document, le terme classification concerne uniquement des données étiquetées, le cas
échéant le terme clustering pour de la classification non supervisée.

En 2D, ’analyse en Composantes Principales (ACP) est principalement utilisée comme étape
de prétraitement pour la réduction du nombre de dimensions sans perte de variation (CADRIN et
al.,2014}; ICES, 2024). Les approches non supervisées comprennent le regroupement hiérarchique
(ZHUANG et al., 2015) et le regroupement par délimitation sphériques K-means (L1 et al., 2021)),
tandis que les méthodes supervisées comprennent 1’analyse discriminante linéaire (CANAS
et al.,[2012)), I’analyse discriminante quadratique (BIOLE et al.,2019), les foréts aléatoires
(ZHANG et al.,[2016)), les machines a vecteurs de support (SVM)) (TUSET ez al., 2021) et, récem-
ment, certains réseaux neuronaux profonds pour I’estimation de 1’age (BENSON et al., 2023).

Au fil des années, il y a une nette augmentation de 1’utilisation des techniques de machine
learning (apprentissage automatique) dans les publications scientifiques, surtout apres 2015 (figure
[I5B). La classification supervisée est la méthode la plus utilisée, comparativement au clustering,
classification non-supervisée (figure [I5]A). Les réseaux de neurones, notamment les réseaux pro-
fonds dit Deep Learning, et les foréts aléatoires montrent un développement important, reflet de
leur efficacité et de leur adoption croissante dans le domaine de I’intelligence artificielle. Les prin-
cipes, les avantages et les inconvénients des différentes méthodes utilisées pour analyser la forme
des otolithes sont résumés dans le tableau 2]

A B

N
o

Supervisée

w
o
L

Hierarchical clustering

SVM
KNN

N
o
"

Nombre d'articles

Neuronal network
LDA

Random forest
QDA
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FIGURE 15 — Nombre d’articles scientifiques parus chaque année selon différents mots-clés apres

avoir préalablement sélectionné le mot-clé « otolith shape » puis les différentes méthodes de clas-

sifications ou de modélisations; A : les principales familles de méthodes ; B : les méthodes les plus

utilisées (source Web of Science, état juin 2024).
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TABLE 2 — Récapitulatif des méthodes de machine learning principalement utilisées dans les ana-
lyses de forme de I’otolithe. Le mot outlier désigne une donnée tres éloignée de la distribution
globale voire aberrante.

M¢éthode

Principe

Avantages

Inconvénients

Réseaux pro-
fonds ou Deep
Learning

Réseaux de neurones ar-
tificiels avec plusieurs
couches profondes.

Capacité a modéliser
des relations complexes
et abstraites; perfor-
mances élevées  sur
un grand nombre de
données.

Exige une grande quan-
tité¢ de données et de res-
sources de calcul ; diffi-
cile a interpréter.

Réseau neuro-
nal ou Neural
Network

Réseaux de neurones ar-
tificiels avec quelques
couches seulement.

Flexible et capable de
résoudre une grande va-
riété de problemes.

Sensible aux hyperpara-
metres ; tendance a sur-
apprendre sans régulari-
sation appropriée.

K plus proche

voisin 1|

Classification basée sur
la proximité des don-
nées a des données dites
de référence.

N

Simple a comprendre
et a implémenter; pas
de phase d’apprentis-
sage complexe.

Lent avec de grands
ensembles de données;
sensible a la dimension-
nalité, sensible a la base
de référence.

Forét aléatoire

RE)

Ensemble d’arbres de
décision entrainés sur
des  sous-échantillons
des données.

Réduction du sur-
apprentissage; robuste
aux bruits et aux

données manquantes.

Moins interprétable que
des arbres de décision
individuels; peut &tre
lent sur de grands en-
sembles de données.

LLDA| (analyse
discriminante

linéaire)

Trouver une combinai-
son linéaire de caracté-
ristiques qui sépare le
mieux les classes.

Performant des
distributions gaus-
siennes; interprétation
facile.

pour

Hypotheése de distribu-
tion normale peut étre
restrictive ; sensible aux
outliers.

QDA| (analyse

Extension de [LDA| per-

Plus flexible que [LDA

Nécessite  plus  de

discriminante | mettant des frontieres de | pour modéliser des rela- | données pour estimer
quadratique) décisions quadratiques. | tions complexes. correctement les para-
metres; sensible aux
outliers.
SVM (ma- | Trouver I’hyperplan qui | Efficace dans des es- | Difficile a interpréter;
chines a | maximise la marge entre | paces de haute dimen- | coliteux en termes de
vecteurs  de | les classes. sion; bien adapté pour | calcul et de mémoire
support) les cas non linéaires | pour des grands en-
avec des noyaux. sembles de données.
Classification | Regroupement de don- | N'exige pas de spéci- | Sensible au choix de
hiérarchique nées en formant une hié- | fier le nombre de clus- | la mesure de distance;

rarchie de clusters im-
briqués.

ters a I’avance; visuali-
sation facile avec den-
drogrammes.

peut étre lent pour de
grande quantité de don-
nées.
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Dans cette theése, 1’un des objectifs principaux est de comparer plusieurs méthodes de classifica-
tion et de clustering afin d’optimiser la reconnaissance et la classification des formes des otolithes
en 2D ou en 3D. Cette démarche vise a identifier les techniques les plus performantes pour distin-
guer les variations morphologiques des otolithes, qu’elles soient liées aux stocks de poissons ou aux
différentes especes. En exploitant des approches d’analyse 2D et 3D, cette étude permettra d’éva-
luer la pertinence des algorithmes appliqués a des données issues d’imagerie 3D. L’objectif final
est de proposer une méthode robuste et automatisée pour améliorer la précision des classifications,
facilitant ainsi I’identification des populations et contribuant aux études d’écologie des especes.

Objectifs de la these

La forme de I’otolithe chez les poissons est influencée par plusieurs facteurs, tels que 1’envi-
ronnement, la génétique, I’ontogénie et 1’effet coté de I’ oreille interne. La collecte de données sur
la forme des otolithes commence généralement par la capture d’images. Cependant, la plupart des
processus d’imageries utilisés sont routiniers et non standardisés, ce qui peut affecter la qualité et
la comparabilité des données recueillies. Jusqu’a présent, il existe relativement peu de recherches
publiées qui explorent I'utilisation d’images 3D pour I’étude des otolithes. Ces images tridimen-
sionnelles pourraient offrir une représentation plus complete et précise de la forme de I’otolithe,
permettant une analyse détaillée des caractéristiques morphologiques qui peuvent &tre occultées
dans les approches bidimensionnelles traditionnelles. Parmi les méthodes utilisées pour analyser la
forme des otolithes a partir de ces images, ’analyse des descripteurs elliptiques de Fourier se dis-
tingue comme I’approche multivariée la plus couramment employée en 2D. Cette technique mathé-
matique transforme la forme de 1’otolithe en une série de coefficients qui capturent les nuances de
sa géométrie. Ces coefficients de Fourier servent ensuite de base pour des techniques de classifica-
tion supervisée ou de clustering non-supervisée. Ces méthodes de traitement de données permettent
de regrouper ou de classifier les otolithes selon des criteres spécifiques, tels que 1’espece (au niveau
interspécifique) ou le stock de poissons (au niveau intra-spécifique), en se basant uniquement sur
la forme de I’ otolithe.

Cette these s’organise en 4 chapitres pour d’une part proposer de structurer et de standardiser
les images 2D et 3D des otolithes; d’explorer les méthodes de classifications non supervisées et
supervisées de la forme des otolithes ; et d’autre part explorer 1’apport de 1’analyse de la forme de
I’otolithe en 3D ; tout cela pour mieux identifier les stocks et les especes de poissons (figure [16).
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FIGURE 16 — Structure générale de la these avec les disciplines appliquées (signal informatique,
mathématique et écologie).

Diftférentes études ont été menées pour répondre aux questions suivantes :
— Chapitre 1 : Comment standardiser et extraire les informations de la forme des otolithes

a partir de leurs images en 2D et 3D pour assurer une analyse précise et reproductible ?
Ce premier chapitre a pour objectif de généraliser et de rendre publique les méthodes et
codes utilisés pour la standardisation des images d’otolithes. L’ objectif est de garantir la
qualité, la comparabilité et I’accessibilité des données pour des recherches futures. Pour
analyser précisément la forme des otolithes, il est crucial que les images initiales soient
comparables entre elles (en termes de taille, de rotation, de couleur et/ou de nombre de
points ou de polygones). Pour les images 2D, des tests ont été effectués sur trois especes
différentes (plie, Pleuronectes platessa, le rouget barbet de roche, Mullus surmuletus et la
morue, Gadus morhua) en utilisant des images capturées avec diverses sortes d’appareils,
d’objectifs et de conditions d’éclairage. Les otolithes ont subi différents types de préparation
(entiers, découpés, briilés) et les images proviennent de deux laboratoires différents. En ce
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qui concerne les images 3D, les études d’acquisition et de standardisation se sont d’abord
concentrées sur une autre espece, le rouget barbet de vase (Mullus barbatus), puis ont été
étendues a 22 autres especes, comme détaillé dans le chapitre 4.

— Chapitre 2 : Comment I’asymétrie de 1’oreille interne (gauche versus droite), influence-t-
elle la forme des otolithes? Ce chapitre se focalise sur le rouget barbet de vase (Mullus
barbatus) en mer Méditerranée avec une comparaison entre les analyses en 2D et en 3D
pour mesurer si la précision de ces 2 approches est comparable.

— Chapitre 3 : Comment les variations morphologiques des otolithes au sein d’'une méme
espece sont-elles influencées par des facteurs environnementaux (variation de la forme de
I’otolithe en intraspécifique) ? Dans ce chapitre, ’accent est mis sur les variations morpho-
logiques des otolithes au sein d’'une méme espece sous 1’influence de facteurs environne-
mentaux a micro-échelle spatiale sur 9 especes tropicales démersales de 1’1le de La Réunion
et a macro-échelle spatiale en mer Méditerranée, en comparant 1a aussi le 3D et le 2D pour
évaluer les stocks et leurs limites. Un focus méthodologique a aussi été réalisé en testant
plusieurs méthodes de classification supervisée et non supervisée.

— Chapitre 4 : Quels sont les potentiels des variations de forme des otolithes en 3D pour dis-
tinguer les especes de poissons et comprendre leur écologie et écomorphologieﬂ (variation
de la forme de I’ otolithe en interspécifique) ? Ce chapitre explore le potentiel des variations
de forme des otolithes en 3D et analyse comment la morphologie en 3D des otolithes peut
informer sur la trajectoire de vie des poissons, leur position dans la colonne d’eau et les
adaptations a leur habitat respectif, en examinant les variations interspécifiques. L’étude
vise également a utiliser la forme des otolithes pour la classification taxonomique et écolo-
gique des poissons.

Présentation des cas d’études

Pour répondre aux objectifs et chaque question des différents chapitres, plusieurs especes pré-
sentes dans des écosystemes variés ont été choisies (figure [I7).

Au premier chapitre, 1’attention s’est portée sur trois especes : la plie (Pleuronectes platessa),
le rouget barbet de roche (Mullus surmuletus) et la morue (Gadus morhua). Ces especes ont été
choisies en raison des méthodes distinctes de préparation de leurs otolithes pour I’estimation de
I’age. Par exemple, les otolithes de la plie sont utilisés entierement et sans traitement préalable,
tandis que ceux du rouget barbet de roche sont briilés et ceux de la morue sont coupés transversa-
lement (VITALE et al., |[2019). Ces différences dans le traitement préliminaire sont cruciales pour
tester I’efficacité des méthodes de standardisation.

Le rouget barbet de vase (Mullus barbatus) a été choisi dans des analyses réalisées dans les
chapitres 2 et 3 (figure[17).

C’est un poisson démersal vivant dans des environnements assez larges allant de I’Est Atlan-
tic a Dakar, Sénégal, les iles Canaries et la Méditerranée (BEN-TUVIA, |1990). Les études se sont
concentrées exclusivement sur la Méditerranée, une mer qui couvre une superficie d’environ 2,5

4. L’écomorphologie ou morphologie écologique est I’étude de la relation entre le rdle écologique d’un individu et
ses adaptations morphologiques.
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millions de km? et qui abrite quelque 17 000 especes marines (par exemple, sur les mers Ligu-
rienne et les mers Tyrrhénienne, 684 especes de poissons ont été recensées en 2010, PSOMADAKIS
et al., 2012). Cette biodiversité s’explique par la diversité des habitats, des vastes herbiers de po-
sidonies et des récifs coralliens aux zones rocheuses cotieres et aux profondeurs abyssales. La
Méditerranée est divisée en deux bassins, occidental et oriental, par des hauts-fonds entre la Sicile
et la Tunisie. L’étude du rouget barbet de vase dans cette région riche et complexe pourrait révé-
ler des variations intra-spécifiques de la forme de 1’otolithe influencées par 1I’environnement. Le
rouget barbet de vase constitue un modele particulierement pertinent pour les analyses de la forme
des otolithes en raison de plusieurs facteurs biologiques, écologiques et méthodologiques. Cette
espece, d’importance commerciale et culinaire, joue un rdle clé dans les écosystemes benthiques
des zones cotieres méditerranéennes et atlantiques, tout en étant sensible aux variations environne-
mentales comme la température, la salinité ou la profondeur. Les otolithes du rouget barbet de vase
refletent ces conditions de maniere significative, offrant ainsi une opportunité précieuse pour relier
leur morphologie aux habitats et aux facteurs écologiques locaux. Par ailleurs, la large distribution
géographique de cette espece et son abondance facilitent I’échantillonnage et permettent d’étu-
dier les variations morphologiques entre populations réparties sur des zones distinctes. De plus, la
forme des otolithes chez le Mullus barbatus varie aussi bien a 1’intérieur d’une méme population
qu’entre différentes zones géographiques, ce qui en fait un excellent cas pour analyser la structura-
tion des stocks et I'impact des barrieres environnementales. Les otolithes du rouget barbet de vase
présentent des caractéristiques morphologiques bien définies, avec une forme fusiforme souvent
marquée, idéale pour des analyses quantitatives basées sur des approches comme 1’analyse de Fou-
rier ou des descripteurs géométriques. En outre, leur utilisation dans des études archéologiques et
paléoécologiques témoigne de leur robustesse et de leur capacité a fournir des informations sur les
conditions environnementales anciennes et les relations trophiques.

Les chapitres 2 et 3 se sont concentrés sur des écosystemes tres différents avec la mer Médi-
terranée et autour de I’ile de la Réunion (Océan Indien) (figure [I7). Ces écosystemes présentent
des variations de température annuelle relativement faibles (en moyenne +10°C de variation) par
rapport aux régions tempérées (en moyenne +15°C de variation), ce qui pourrait influencer la forme
des otolithes.

Les régions tropicales sont situées pres de 1I’équateur, entre les tropiques du Cancer et du Ca-
pricorne. Elles connaissent généralement des températures élevées tout au long de 1’année, avec
peu de variations saisonnieres. De plus, il est déja difficile d’estimer 1’age des poissons tropicaux a
partir de leurs otolithes (PANFILI et al.,|2002)), ce qui rend ces études particulierement pertinentes.
Située dans le sud-ouest de I’océan Indien, La Réunion est caractérisée par une biodiversité ma-
rine exceptionnelle et un contexte environnemental unique, marqué par des gradients écologiques
abrupts, notamment en termes de profondeur, de température et de substrats benthiques. Ces condi-
tions variées influencent directement les habitats des especes démersales, offrant une opportunité
rare d’étudier comment des facteurs environnementaux locaux faconnent la morphologie des oto-
lithes. Les poissons démersaux, occupant une zone de transition entre les habitats benthiques et
pélagiques, sont particulierement sensibles a ces variations, ce qui fait de leurs otolithes de pré-
cieux indicateurs des conditions environnementales locales. De plus, La Réunion, en tant qu’ile
océanique isolée, offre un cadre idéal pour explorer la structuration des populations de poissons
démersaux. L’isolement géographique favorise des phénomenes de différenciation populationnelle
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et d’endémisme, qui peuvent se refléter dans les otolithes a travers des variations morphologiques.
Par ailleurs, la zone constitue un carrefour biogéographique unique, ou se mélangent des influences
indo-pacifiques et australes, permettant d’explorer des dynamiques écologiques et évolutives com-
plexes. Les otolithes des especes démersales offrent donc un moyen de documenter ces processus
tout en étudiant les réponses des populations aux éventuelles barrieres hydrographiques ou envi-
ronnementales notamment la présence des récifs coralliens. Des études antérieures ont déja testé
I’appartenance de poissons a des stocks issus de milieux récifaux (VIGNON et al.,[2008|; VIGNON
et MORAT, 2010). Cependant, ces recherches n’ont pas encore été menées dans le contexte spé-
cifique de I’1le de la Réunion. Dans cette these, cette question sera explorée pour la premiere fois
dans cette région. L’ objectif est d’appliquer les méthodes existantes a un environnement encore peu
étudié afin d’évaluer leur pertinence et d’obtenir des données inédites sur les stocks de poissons as-
sociés aux récifs de I'ile. Cela permettra de combler des lacunes scientifiques et d’apporter des
informations nouvelles sur les dynamiques des populations de poissons démersaux dans 1’océan
Indien. De plus, la péche artisanale et commerciale ciblant les especes démersales autour de La
Réunion revét également une grande importance socio-économique, rendant crucial le suivi des
stocks de ces poissons. L’analyse de la forme des otolithes peut fournir des outils non invasifs et
efficaces pour évaluer la structuration des populations, la connectivité des stocks et I’influence des
pressions anthropiques, comme la surpéche ou les changements climatiques.
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Chap. 1 - Acquisition d'images, standardisation & extraction descripteur de Fourier
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FIGURE 17 — Panorama des différents chapitres et cas d’études réalisés dans la these.
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Pour le chapitre 4, I’analyse cible les variations entre especes (variation interspécifique) de la
forme de 1’otolithe. 22 especes de poissons de la Manche et du sud de 1a Mer du Nord ont été étu-
diées. Elles sont bien réparties dans 1’arbre phylogénétique des principales especes capturées dans
cette région et donc elles représentent bien la diversité des formes en fonction de la phylogénieE]
(figure [I8)). De plus, ces especes présentent une trés grande variété de formes de 1’otolithe (figure

[T9).

5. La phylogénie ou arbre évolutif ou arbre de parenté est une branche de la biologie qui étudie les relations
évolutives entre différentes especes ou groupes d’organismes (montre comment les especes descendent d’ancétres
communs).
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FIGURE 18 — Diversité des 22 especes étudiées en interspécifique dans le chapitre 4 (en rouge)

sur I’arbre phylogénétique des especes capturées en Manche — Sud Mer du Nord par la campagne
scientifique [BTS] (International Bottom Trawl Survey).
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FIGURE 19 — 22 especes étudiées dans le chapitre 4 avec la forme de leurs otolithes.
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Chapitre 1  Structuration des données : Standardisation des
images 2D et 3D

1.1 Introduction du chapitre 1

La gestion durable des ressources halieutiques repose en grande partie sur des estimations d’age
des poissons, lesquelles permettent d’établir des modeles d’évolution des populations et d’orienter
les stratégies de péche (HILBORN et WALTERS, 2013|; CADRIN et DICKEY-COLLAS, 2015). Parmi
les diverses pieces calcifiées utilisées pour cette estimation d’age, les otolithes occupent une place
centrale, en raison de leur inertie métabolique et de leur capacité a enregistrer des informations
de croissance tout au long de la vie du poisson (CASSELMAN, [1987). Chaque année, plus d’un
million d’otolithes sont ainsi prélevés pour des analyses dans le monde, dont environ 35 000 en
France, afin de fournir des données essentielles pour les évaluations de stocks de diverses especes
commerciales (CAMPANA et THORROLD, [2001); ICES, 2011)). Toutefois, les images des otolithes
pour détermination I’age et la croissance ne sont réaliser avec différents matériels d’imagerie et
selon différents protocoles. De ce fait, la standardisation de ces images reste un défi majeur, en
particulier pour les utiliser dans le but d’extraire la forme des otolithes (FISHER et HUNTER, 2018)).

Historiquement, 1’analyse des otolithes s’est concentrée sur des images en deux dimensions
(2D), facilitant des approches comme la mesure des anneaux de croissance et la description de
contours externes. Cependant, ces méthodes peuvent introduire des biais en raison de la diversité
des équipements utilisés, des protocoles d’acquisition variés et des positions parfois non standar-
disées des otolithes lors de la capture des images (MAHE, [2019). Le présent chapitre vise a pallier
ces disparités en proposant des méthodes rigoureuses de standardisation des images 2D, ainsi qu’en
explorant la possibilité d’élargir cette standardisation aux données tridimensionnelles (3D), plus ré-
centes, pour une description morphologique plus fine et sans distorsion géométrique.

La premiere question abordée est de savoir comment transformer les images 2D, qui sont sou-
vent hétérogenes, en un ensemble d’images standardisées pour permettre une analyse précise des
formes (PANFILI et al.,|2002). Cela implique de déterminer les biais qui influencent la qualité des
images en fonction de 1’appareil utilisé (microscopes, loupes, scanners) et des protocoles appli-
qués. Une fois ces biais identifiés, 1’objectif est de développer un outil automatique permettant la
transformation de ces images en un format normalisé, facilitant ainsi 1’analyse comparative des
formes.

En parallele, le développement tres récent des techniques de reconstruction 3D, en particulier
par tomographie (micro-CT scan), offre la possibilité d’acquérir des données sur la structure vo-
lumétrique complete des otolithes. Cette dimension 3D permet d’examiner la complexité morpho-
logique des otolithes sous de nouveaux angles, révélant des caractéristiques asymétriques ou des
variations fines induites par les facteurs environnementaux qui influencent leur croissance (MAHE
et al.,2021). Toutefois, la question demeure de savoir comment obtenir des images 3D standardi-
sées et comparables avec les images 2D pour garantir une cohérence dans les analyses futures entre
les 2 types de données (2D et 3D).
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L’essor des méthodes d’analyse de forme, allant des indices morphométriques aux descripteurs
de Fourier ou aux méthodes géométriques basées sur des landmarks (LIBUNGAN et PALSSON,
20135)), a également permis de développer d’autres applications des images d’otolithes pour des
études de discrimination de stocks (au sein d’une espece) et d’identification des especes (CADRIN et
al.,[2014)). En effet, I’étude des formes externes et des caractéristiques morphologiques des otolithes
fournit des indicateurs puissants pour la différenciation des populations géographiques et I’étude
des régimes alimentaires des prédateurs de poissons (NEVES et al.,[2011|; MAHE, 2019). La mise
a disposition de bases de données standardisées en 2D et 3D vise ainsi a faciliter ces analyses, a en
réduire le colt et a accroitre la fiabilité des résultats.

L’analyse des formes d’otolithes en 3D, bien que récente, ouvre la voie a des recherches sur
la morphogenese et 1’asymétrie bilatérale chez les poissons. Des études récentes ont montré que
I’asymétrie observée entre les otolithes gauche et droit chez certaines especes de poissons plats, par
exemple, pourrait étre liée a des facteurs génétiques, environnementaux ou stochastiques (MILLE,
2015); PALMER, 2016). Dans ce contexte, la standardisation des images 3D devient indispensable
pour réaliser des comparaisons sans biais entre les otolithes d’un méme individu ou entre différentes
populations.

Enfin, cette démarche de structuration des données d’otolithes trouve un appui essentiel dans
les outils logiciels actuels, tels que Smartdots pour I’estimation de 1’age et ImagelJ pour le traite-
ment d’images, ainsi que dans I’ utilisation de bases de données de formes pour des analyses de plus
grande envergure impliquant de I’intelligence artificielle (ICES,|2020). En permettant une compa-
raison plus aisée et précise des formes d’otolithes a travers des protocoles de standardisation, ce
chapitre contribue a une meilleure compréhension de la variabilité morphologique liée aux facteurs
biologiques et environnementaux, essentielle pour la gestion durable des stocks halieutiques.

Ce chapitre pose les bases méthodologiques nécessaires a la constitution de bases de données
d’images d’otolithes standardisées en 2D et en 3D (figure [I.I). En répondant aux questions de
standardisation, de transformation automatique des images et de comparabilité entre dimensions. 11
met en place les fondements pour des analyses morphologiques robustes et homogenes, intégrant
ainsi des données précieuses pour la science halieutique et 1I’écologie des poissons.
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en campagne scientifique
ou en criée

G
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O,

Traitement des otolithes
en laboratoire

2D 3D

Méthode 3D
comparable au 2D

Standardisation 2D

(différentes étapes)
FIGURE 1.1 — Problématiques du chapitre 1. Collecte des otolithes réalisée lors de campagnes en
mer et en criée, suivie d’une analyse des otolithes pour estimer 1’age des poissons de différentes ma-
nicres. Une méthode de standardisation des images 2D est nécessaire, impliquant plusieurs étapes
jusqu’a I’extraction des informations de la forme. La méthode 3D cherche a offrir une alternative
comparable en termes de standardisation et de précision a celle du 2D.
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1.2 Méthode automatique de transformation des images d’oto-
lithes de routine en une base de données standardisée d’oto-
lithes avec R

Larticle suivant décrit I’ensemble du protocole de standardisation des images 2D, il a été publié
la revue Cybium.
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Abstract. — Fisheries management is generally based on age structure models. Thus, fish ageing data are collect-
ed by experts who analyze and interpret calcified structures (scales, vertebrae, fin rays, otoliths, etc.) according
to a visual process. The otolith, in the inner ear of the fish, is the most commonly used calcified structure because
it is metabolically inert and historically one of the first proxies developed. It contains information throughout
the whole life of the fish and provides age structure data for stock assessments of all commercial species. The
traditional human reading method to determine age is very time-consuming. Automated image analysis can be
a low-cost alternative method, however, the first step is the transformation of routinely taken otolith images into
standardized images within a database to apply machine learning techniques on the ageing data. Otolith shape,
resulting from the synthesis of genetic heritage and environmental effects, is a useful tool to identify stock units,
therefore a database of standardized images could be used for this aim. Using the routinely measured otolith data
of plaice (Pleuronectes platessa Linnaeus, 1758) and striped red mullet (Mullus surmuletus Linnaeus, 1758)

gj;:med: 18 Mar. 2022 in the eastern English Channel and north-east Arctic cod (Gadus morhua Linnaeus, 1758), a greyscale images

Accepted: 14 Oct. 2022 matrix was generated from the raw images in different formats. Contour detection was then applied to identify

Editors: E. Dufour, O. Otero broken otoliths, the orientation of each otolith, and the number of otoliths per image. To finalize this stand-
ardization process, all images were resized and binarized. Several mathematical morphology tools were devel-
oped from these new images to align and to orient the images, placing the otoliths in the same layout for each
image. For this study, we used three databases from two different laboratories using three species (cod, plaice

Key words and striped red mullet). This method was approved to these three species and could be applied for others species

Otoliths for age determination and stock identification.

Image processing

Standardization

Rotation Résumé. — Méthode automatique de transformation des images d’otolithes acquises en routine pour une base de

Shape analysis données d’otolithes standardisés en utilisant R.

Binarization

La gestion des péches est généralement basée sur des modeles structurés en age. De ce fait, les données sur
I’age des poissons sont collectées par des experts qui analysent et interprétent des pieces calcifiées (écailles,
vertebres, rayons de nageoires, otolithes, efc.). L’ otolithe, située dans I’oreille interne du poisson, est la prin-
cipale piece calcifiée utilisée, car elle est la seule métaboliquement inerte et est historiquement 1’une des pre-
miers proxys de données développées. L’otolithe contient également toutes les informations de I’histoire de vie
du poisson et fournit des données d’4age pour toutes les évaluations de stocks des especes commerciales. Cette
méthode traditionnelle d’estimation de 1’age par un processus d’interprétation réalisée par un scientifique expert
est donc tres chronophage. L’analyse d’images peut étre une méthode alternative peu cotiteuse. Cependant, la
premiére étape consiste a transformer les images d’otolithes prises en routine en images standardisées au sein
d’une base de données afin d’appliquer des techniques d’apprentissage automatique sur les images. La forme
des otolithes, résultant de la synthése du patrimoine génétique et des effets de I’environnement, est un outil utile
pour identifier les populations, une base de données d’images standardisées pourrait donc étre également utilisée
pour cela. A partir des données d’otolithes de plie (Pleuronectes platessa Linnaeus, 1758) et de rouget barbet de
roche (Mullus surmuletus Linnaeus, 1758) en Manche Orientale ainsi que de la morue du nord-est de 1’ Arctique
(Gadus morhua Linnaeus, 1758), un protocole de standardisation des données a été proposé. Toutes les étapes
méthodologiques ont été développées sous un environnement R. Une matrice d’images en niveaux de gris a été
générée a partir des images brutes dans différents formats. La détection des contours a été appliquée pour iden-
tifier les otolithes cassés, I’orientation de chaque otolithe et le nombre d’otolithes par image. Pour finaliser ce
processus de standardisation, toutes les images ont été redimensionnées et binéarisées. Plusieurs outils mathéma-
tiques de morphologie ont été appliqués pour aligner et orienter les images, en placant les otolithes dans la méme
disposition pour chaque image. Pour cette étude, nous avons utilisé trois bases de données de deux laboratoires
différents sur trois especes (la morue, la plie et le rouget barbet de roche). Cette méthode a été approuvée sur ces
trois especes différentes et pourra étre utilisée sur de multiples especes pour la détermination de 1’age et I’identi-
fication des stocks.
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INTRODUCTION

Fisheries management is generally based on an age struc-
ture model (Hilborn and Walters, 2013; Cadrin and Dickey-
Collas, 2015). Fish ageing is therefore an essential biologi-
cal tool, providing data for sustainable management of fish
resources. In routine analysis, the age data is determined
by several experienced readers who observe the surface of
calcified structures (scales, vertebrae, fin rays, otoliths, etc.)
showing seasonal zones (alternating opaque and translucent
rings) in fishes (Panfili ez al., 2002). Among these calcified
structures, the otoliths, located in the vestibular system of
the inner ear, are the most commonly used calcified struc-
ture for age estimation in fish (Fossum et al., 2000). They
are metabolically inert (i.e. they can neither be altered nor
generally resorbed, and they grow throughout the life of the
fish; Casselman, 1987). Otoliths are also historically one
of the first proxies developed; being easy to sample, store
and process, age estimation using otoliths has been carried
out since Reibisch (1899). These are all of the reasons why
otoliths are the most commonly used calcified structures for
ageing (Casselman, 1987; Campana and Thorrold, 2001).
Campana and Thorrold (2001) estimated that nearly 800,000
otoliths were used worldwide each year to determine the age
structures of commercial fish species, representing a cost of
around 8 million Canadian dollars. In Europe, fisheries man-
agement relies on data collected, managed, and supplied by
countries under the Data Collection Framework, which was
first put into place in 2000. Under this framework, the mem-
ber states are required to annually collect a number of calci-
fied structures, and in 2010 22 countries analyzed 759,403
calcified structures (ICES, 2011). Each year, nearly one mil-
lion otoliths are collected worldwide, including 35,000 in
France, to provide age structure data for stock assessments
of commercial species.

The traditional and most common use of otoliths is for
age and growth determination, the internal structure of oto-
liths showing different growth increments with periodicity
from a day to a year (i.e. daily, seasonal, and annual growth
cycles) depending on the observed life stage (Panfili ef al.,
2002). There are also other uses of an otolith, in particular
for microchemistry (Hiissy et al., 2021) and external shape
analyses (Cadrin et al.,2013; Mahé, 2019). The morphology
of otoliths is used to identify species in zooarchaeological
and food-web studies. Otolith outline shape depends on the
fish genotype, the influence of environmental factors (biotic
and abiotic) during the life of the fish, and on the stage of
development. Consequently, many studies have used otolith
shape as a tool for stock identification (91 papers published
from 1993 to 2017 exclusively on this topic) and this con-
tinues to develop substantially (Mahé, 2019; ICES, 2020).
Since 2005, however, (according to Web of Science and the
Stock Identification Methods Working Group [SIMWG]
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set up by the International Council for the Exploration of
the Sea, ICES, see supplementary figure), there has been an
increase in the number of otolith-based publications. This
rise is due to two further research topics: otolith shape as a
tool for stock identification, and otolith microchemistry to
understand the ecology, habitat, and movement of individu-
als and to characterize the connectivity between different
geographical areas for a studied species (e.g. Smith, 1992;
Cardinale et al., 2004; Lombarte et al., 2006; Vignon et al.,
2008; Cadrin et al.,2013; Chung et al.,2019; Randon et al.,
2020; Hiissy et al.,2021).

Otolith shape is species-specific, but can also show intra-
specific geographic differences (L’ Abée-Lund, 1988; Lom-
barte and Lleonart, 1993; Vignon, 2012). Indeed, the otolith
outline integrates both genetic determinism and the varia-
tion of environmental conditions during the life of the fish
(Mahé, 2019). Species discrimination using the otolith shape
is mostly done for species identification from the stomach
contents of predators to reconstruct their diet and the food
web. At the species level, otolith shape is used to identify
the boundaries of stocks, which information is necessary for
effective stock assessment to thus implement an efficient
fishery management. In the majority of stock discrimination
case studies, approaches based on otolith shape and/or mor-
phometry represent the cheapest methodology, and appear
as more efficient than several others (e.g. genetics, para-
sites, isotope and micro-chemical discrimination techniques)
(Neves et al.,2011). Many studies have combined different
markers to increase the power of stock discrimination (Ran-
don et al.,2020). This explains partly the growing number
of papers dealing with this subject, along with the develop-
ment of methods (i.e. Morphometric variables, Shape indi-
ces, Elliptical Fourier Descriptors, Geometric methods from
landmarks, Wavelet transform, etc.) and tools (packages in
R dedicated to shape analysis (Libungan and Palsson, 2015)
or programs such as Shape (Iwata and Ukai, 2002)), to ana-
lyze otolith shape. Finally, several works have recently been
published on otolith morphogenesis, and particularly on the
symmetry between left and right otoliths (e.g. Mille, 2015;
Palmer, 2016; Mahé et al., 2021). For several flatfishes, left
and right otoliths are asymmetric so shape analysis is used to
compare the degree of asymmetry between otoliths (Mille,
2015; Delerue-Ricard et al., 2019). For such shape compari-
sons, one otolith must be translated horizontally to compare
to the second otolith of the same individual without bias.
According to Palmer (2016) and Mahé et al. (2021), otolith
asymmetry may be due to random (or stochastic) effects,
genetic determinism, or environmental stress.

Since the 2000s, otolith imaging has been greatly
enhanced by the development of web-based tools (i.e. Smart-
Dots, https://www.ices.dk/data/tools/Pages/smartdots.aspx)
to evaluate the precision of the age data during calibration
exercises between experts or using the web-database to rec-
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ognise species from otolith shape (Lombarte ez al., 2006). At
the same time, solutions dedicated to otolith images process-
ing have been developed in freeware such as ImagelJ, or
into dedicated software such as TNPC, which is specifically
designed to estimate fish age (Mahé ef al., 2011). Conse-
quently, a very large number of images acquired for routine
fish ageing could be used for otolith shape studies, reducing
the human cost of image acquisition and potentially increas-
ing the number of images available for this type of study.
For several species, age is obtained directly from the whole
otolith, without prior preparation. This represents around 30
percent of the species studied in France (Mahé et al., 2009),
including a large number of flatfish, or roundfish (Vitale et
al.,2019). Quality and standardization levels required for
ageing studies versus shape analyses are, however, not the
same. An overview of two-dimensional imaging systems
showed that there is also a great diversity in the methods
and materials for routine acquisition, which also influences
the quality of the raw images (Fisher and Hunter, 2018). For
ageing data, the information is in the growth bands within
the otolith, for which a full external shape is not necessary.
Consequently, the objective of this paper is to describe an
efficient method to transform a routinely acquired ageing
database into a standardized otolith shape database to easily
interpret ageing and shape analyses. We highlight available
data, all steps contained in the methodological approach and,
finally, we applied this protocol to a case study using the
French database of plaice (Pleuronectes platessa Linnaeus,
1758; n = 11,274) in the Eastern English Channel and the
southern North Sea from 2010 to 2019 and striped red mullet
(Mullus surmuletus Linnaeus, 1758; n = 1,149) in the East-
ern English Channel. Norwegian database of cod (Gadus
morhua Linnaeus, 1758; n = 1,055) was also used to include
northeast Arctic cod survey (Norwegian-Russian winter sur-
vey and Spawning Cod acoustic-trawl survey) (Myers et al.,
2020).

MATERIALS

Sampling

Age-structured models need year-round monitoring, thus
samples are taken during all four annual quarters, either at
sea or on land. At sea, the calcified structures are taken either
on board a professional fishing vessel or during scientific
surveys. On land, they are sampled in the fish market or in
the scientific laboratory.

When a fish is sampled to estimate its age, both biologi-
cal (species, individual size and weight, sex, sexual maturity
staging, etc.) and sampling parameters (catch date and loca-
tion, sampling area, gear, etc.) are identified. Accuracy of
this information is directly dependent on the sampling meth-
od; for example, samples in the fishing market have many
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uncertainties, especially the geographical positions, but all
the necessary data are acquired with a very high degree of
precision during scientific surveys. Consequently, the quality
of the metadata associated with the otolith may limit its use
for shape analysis, depending on the scientific question to be
answered. In addition, the sampling location also has a direct
influence on sample quality, as it relates to the percentage
of damaged and/or dirty otoliths (Stevenson and Campana,
1992).

The final step before image acquisition is the transport
and storage from the sampling location to the laboratory.
Paper envelopes and micro-tubes are two main means of
storage. Paper envelopes, recommended by Williams and
Bedford (1974), are very practical during sampling and fil-
ing to keep calcified structures, but their use increases the
percentage of broken otoliths, which can be used for ageing
but are unusable for shape analysis. A last means of trans-
port and storage, which is specifically used for small otoliths
from pelagic species during scientific surveys, is a black
plastic strip with cavities where the otoliths are embedded in
resin (Vitale ef al.,2019). This last method simplifies aging
acquisition on board but it reduces the quality of images due
to the resin (i.e. poor contrast, presence of impurities or air
bubbles, etc.) that is present above the otolith.

Image acquisition for ageing database

Each sagittal otolith is prepared and analyzed for age
determination according to the international ageing protocol
(Vitale er al., 2019). Depending on the study species, whole,
broken and/or sectioned otoliths are used for ageing (Vitale
et al.,2019), however sectioned and broken otoliths cannot
be used for shape analysis.

To prepare the otoliths for analysis, they are first cleaned
of organic matter using sponge, paper towels, a soft brush, or
an ultrasonic cleaner. For some species (e.g. striped red mul-
let, Mullus surmuletus Linnaeus, 1758; Mahé et al., 2013),
otoliths can be burned to increase the visibility of growth
increments as defined by Christensen (1964).

Depending on sampling, otolith images are taken using
only one otolith or both left and right otoliths, leading to
these two different types of otolith images in routine otolith
image databases. As shown in figure 1, some of the acqui-
sitions are non-standardized, and sometimes otoliths are
broken or there is an overlap between left and right otoliths.
Moreover, for the same species, the size of the otoliths can
be very different and, in several cases, various magnifica-
tions are used. Three different tools are used to take the oto-
lith images: a scanner (low resolution), a binocular dissect-
ing microscope (medium resolution) and a high resolution
microscope, which enables visualization of internal (growth
increments) and outline structures (shape). With both types
of microscope, cameras with different technical character-
istics (i.e. lens, magnification, sensor, resolution) can be
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Plaice European flounder European flounder

Otoliths pair Pair of overlapping otoliths High contrast Left otolith turned

Red mullet

Herring

Plaice Plaice

Brush hair Broken otolith One otolith

Plaice

Plaice

v ®

Air bubble Broken's otoliths pair Overexposed

Figure 1. - Different types of otolith images showing common issues. Scale is different between images depending on the sample, some
broken otoliths, various exposures and colors, some particles may be present (hair, bubbles).

used, resulting in different pixel sizes. Images are generally A B
acquired made using an RGB (RedValue + GreenValue +
BlueValue) channel, but can sometimes, depending on the
reader, be taken in greyscale. Image light intensity is also
adjusted by the reader. All of these possibilities for image
acquisition in terms of resolution, colour, magnification,
light intensity or number of otoliths per image (or broken /
decalcified otoliths) lead to a lack of standardization in the

Camera Camera

. . Light
routine images (Fig. 1). Source

For all acquisition methods, readers can choose reflected .
or transmitted light to illuminate the otoliths. It is assumed ? ?
that one annulus (i.e. one annual growth increment) consists S '
of one opaque and one translucent zone (Panfili ez al., 2002). b . A.
Under reflected light, the opaque zones of the otoliths are :
white and the translucent zones are dark (on a black back- Light

source

ground). In transmitted light (with a white background), the

opposite is true: the opaque zones of the otoliths are dark and ) o . i . i

. . Figure 2. — Otolith images from a binocular dissecting microscope

the translucent zones are white (Fig. 2). under different types of illumination: A. Reflected light and B.
Finally, a database is created with biological parameters, — Transmitted light.

images and ageing data for each fish. Table I summarises the
various sources of potential differences with their respective ~ Data organization
solutions, which are described later in this paper. The database for routine otolith processing has two com-
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Table 1. —Sources of differences between otolith images with proposed solutions.

Source of bias Potential differences

Methodological steps to standardize

Otolith presentation
otoliths / left or right otoliths

Preparation method
ded in resin
Light type Transmitted light / Reflected light

Acquisition system > >
tion microscope
Light intensity Various exposures
Contrast of image Depends on readers and camera
Colour channel RGB / Greyscale
Number of otoliths Left otolith / Right otolith / Both otoliths
Magnification From 1x to 100x

Ratio of otolith to
image size

Percentage from 10 to 95 %

Image resolution Between 658 and 1432 pixel/cm

Orientation of long-
est axis

Orientation from 0 to 360 degrees

Format of image jpg / png / raw / tiff

Whole / Broken / overlapped otoliths / pairs of

Otolith in water / burnt otolith / otolith embed-

Scanner / Binocular microscope / High-resolu-

Sorting (with several groups with different characteristics)
Sorting (with several groups with different characteristics)

Sorting (with several groups with different characteristics)

1. Greyscale image / 2. Count and cut otolith image: resiz-
ing / 3. Oriented image: binarized image

1.
1.

Greyscale image / 3. Oriented image: binarized image
Greyscale image / 3. Oriented image: binarized image
. Greyscale image / 3. Oriented image: binarized image
. Count and cut otolith image: cutting and mirror effect

. Count and cut otolith image: resizing

NN N

. Count and cut otolith image: resizing

[\

. Count and cut otolith image: resizing

. Oriented image: main axis alignment

Save in single format

ponents: firstly, the images database with a name which is
composed of the sampling quarter and year, the name of the
reader, and the location (i.e. survey name or fishing port);
secondly, the metadata file which includes the name of the
otolith image and the metadata on the fish catch (survey/
commercial sampling, date, location, vessel and gear) and
species (sex, sexual maturity stage, length and weight).

METHODS

To standardize otolith images, the algorithm in R used
three successive steps (Fig. 3). Before the image processing,
sorting of the images was done to identify those that were
unusable for the standardization process, such as the broken
or overlapping otoliths. The algorithm we developed selects
otoliths by greyscale and then by size. For an image with a
single broken otolith our algorithm cannot detect that it is a
broken otolith (therefore excluded). On the other hand, on an
image with a pair of otoliths with a whole otolith and a bro-
ken one, the algorithm will be able to select only the whole
otolith and not take into account the broken one.

After this pre-treatment, the standardization steps were
implemented. Firstly, the otolith image was transformed into
greyscale (Fig. 3; Step 1) using the magick package (Ooms,
2021). The transformation was done by converting the three-

Cybium 2023, 47(1)

49

channel image (i.e. RGB) to a single channel using the for-
mula in equation 1 (Ooms, 2021):
Greyscale = (RedValue + GreenValue + BlueValue) /3 (1)
Step 2 of the algorithm comprises several functions to
count and segment individual otoliths present in captured
imagery. A basic R function “contourLines” with 8 lev-
els was used to detect the otolith outlines (a greyscale or
binarized image can be used). To detect whether objects
are otoliths or not, a minimum area is defined. The area of
each outline within the image is then calculated. This step
also allows the exclusion of broken otoliths. Contours with a
high area that are not included in another shape are kept and
counted. Thus, the number of otoliths is deduced with the
perimeter of an image. If there are two otoliths in the same
image, the algorithm identifies the minimum and maximum
point on the y axis (y and ymax) for the lowest and/or high-
est otolith; and the minimum and maximum point in X axis
(x1, xymax; x,, xomax) for each otolith. The otolith image
is then cut using the values of x;:x;max; y:ymax for the left
otolith and x;:x,max; y:ymax for the right otolith. This step
also resizes the image because all images are resized to the
otolith proportions. In shape analysis, the otolith side has to
be comparable, thus the user can apply a horizontal transla-
tion (i.e. mirror effect) on the otolith from one side (for this
modification, the cut of the image must be reversed, from
Xmax to x).
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Greyscale database
(oriented image)

Figure 3. — Proposed processing pipe-
line for converting otolith images from
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Greyscale or
binarized image

If two sides
of otoliths

Cutting &
resizing

of choose
optional)

Main axis
alignement

Greyscale image

Outline morphological
database
(binarized and
oriented image)

a conventional ageing database to a
standardized shape database format in

Mathematical
morphology tools

Extraction of
otolith angle

Main axis
alignement

(—|Binarized imagel

the R environment (R scripts are pre-
sented in the Supplementary data).

The third step performs the otolith reorientation and
the extraction of morphological information. The greyscale
image is transformed into an image with binary colours
(black [pixel value = 0]; white [pixel value = 1]): all pixels
with a value superior to O are converted into 1. To correct
potential conversion problems and to avoid calculation errors
of morphological information: (1) smoothing is applied to
the contour of the object (i.e. the otolith); (2) black pixels
are added on the edges of the object to allow better outline
detection in the future; and (3) a pixel erosion (with the help
of a kernel, used depending on the shape of the otolith, i.e.
box, disc, diamond) is applied to the image to remove white
particles outside the otolith. The orientation angle of the oto-
lith over its longest length (®) is then extracted using the

Original image Image after
orientation
Angle 0 Angle -0

19 .
" Maximum length
of the otolith

0 axis 0 axis

Figure 4. — Automatic otolith image orientation method.
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3. Image orienlation‘-
“computeFeatures.moment’’ function. Binarized and greys-
cale images are reoriented on the O axis (rotate at [- ©O]) of
the longest length (Fig. 4).

As the binarized image has been correctly oriented, the
height of the otolith (in pixels) corresponds to the number of
white pixels on the y-axis (on the highest height); the width
relates to the number of white pixels on the x-axis (on the
widest width); and the area of the otolith relates to the total
number of white pixels on the image. Finally, an oriented,
binarized image database with metadata on morphometric
and resolution (in pixel/cm) information, and another with
oriented greyscale images are generated. These databases
have standardized images for shape analysis (using oriented,
binarized images) and for age analysis (using oriented grey-
scale images).

All parameters in the algorithm were reported in the table
II and were the same in all tested database.

The segmentation of the otolith images (accuracy of the
segmentation, good or not) was checked by visualizing the
results.

CASE STUDY USING PLAICE, STRIPED RED
MULLET AND COD

To apply the standardization process, plaice (Pleu-
ronectes platessa Linnaeus, 1758), striped red mullet (Mul-
lus surmuletus Linnaeus, 1758) and cod (Gadus morhua Lin-
naeus, 1758) otoliths image database were processed. Data
for plaice and striped red mullet were provided by Andria-
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Table II. — Optimization of all parameters of the algorithms in each function.

separeOto_n1 / calcullnfoOto

separeOto / separeOto_n1

k (pixel erosion)

nlevels (contourLines)

the t3 quantile of the area propor-
tion [1-quantile(area/ image size
(Lmat*Hmat), 0.75)]

shapeKernel parameter requires an image
size longer and larger than 60

Could be between 4-8 to accelerate
computation, more than 8 improves the

Functions Parameters Optimization Best value
separeOto / separeOto_n1 offset Number of pixel(s) of accepted overlap |0
in the side of the otolith
separeOto / separeOto_n1 ratioArea For the first 100 images, computes 0.2

shapeKernel(c(10,10), type="box”)
shapeKernel(c(5, 5), type="box”)

8

outline precision

lovanirina et al. (2022). Myers et al. (2020) supplied data for
cod otolith.

In the French plaice and striped red mullet database, the
images were acquired by scanner or binocular microscope
using reflected light.

Actotal of 11,274 routinely acquired images of plaice oto-
lith were processed to obtain 8683 standardized right otolith
images (100% of these were well cut). Images could con-
tain a right or left otolith or both. When they contained two
otoliths, one could be broken and therefore not retained for

analysis. The image processing time varied between 1 and 3
seconds depending on the power of the computer used. Fig-
ure 5 shows the standardization process for an otolith image.

For striped red mullet otoliths in the processed photos
included burned or unburned, left or right otoliths or both. A
total of 1,149 images were standardized to get 918 standard-
ized right otoliths (98% of these were well cut) (example in
Fig. 6).

For cod, Myers et al. (2020) were used a transmitted
light and three exposures for each otolith image (standard,
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Left or right plaice (Pleuronectes platessa; Lin-
cut naeus, 1758) standardization with illus-
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figure 3.
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Species Original image
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: - ’ I
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and reoriented otolith(s)
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Binarized segmented
and reoriented otolith(s)

d

Figure 6. — Example of otolith image standardization for the three species.

decreased, and increased exposure). If the exposure was
not decreased, the background was not uniform. A total of
1,055 images of cod otoliths were processed on three types
of exposure (standard, increased and decreased). For each
image, there was only one side of the otolith. The images
with a decreased exposure were the best cut with 97% suc-
cess (Fig. 6) (compared to 47% for standard exposures and
6% for increased exposures).

CONCLUDING REMARKS

The otolith is a calcified part, which is very often used
to estimate the age of fish; many laboratories have thus a lot
of image databases of otoliths in order to develop age struc-
tured models for stock management. However, images taken
by each laboratory are not always using the same image
acquisition protocol, this results in non-standardized image
databases (see material). The objectives of this study were to
develop a method to standardize otolith images and applying
it on three species otolith images, originating from two lab-
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oratories. The method was able to standardize images with
different acquisition processes, two types of illumination
(reflected and transmitted), various species, and with burned
and unburned otoliths. It was very effective on images where
there is a strong contrast between the background of the
image and the otolith. On the opposite, when the background
is brighter (case of standard exposure and enhanced cod
otolith images) the detection of the otolith is difficult using
our algorithm. In the case of an image with an illuminated
background, it is then necessary to use a decreased exposure.
When the otolith is darker (case of 3% of cod and 2% of
unburned red mullet otolith samples), an increased exposure
of the otolith could be considered.

The method takes into account the cut and orientation
of the otoliths as well as the translation of one side of oto-
lith for studies of otolith asymmetry for example. All recent
research into the shape of the otolith and the process of
biomineralization, taking into account potential differences
between the two ears, requires the standardized images as
proposed in this paper to analyse the internal or external
patterns of otoliths. Several methods of classification/learn-
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ing have become well-developed in recent years with the
emergence of mathematical and statistical tools and, partic-
ularly, artificial intelligence (i.e. deep learning). This latter
approach allows the development of innovative topics, such
as automatic age reading, but requires a very large number of
images (at least several thousand). It is therefore very impor-
tant to standardize the tools used for otolith image analysis,
such as our method for standardizing routinely acquired
otolith images. This standardization step is essential before
any automated analysis (analysis of the internal and external
structures of otoliths) since routinely acquired otolith images
can present several variations (see Methods), as has been
discussed in several previous studies (Easey and Millner,
2008; Mahé et al., 2009; Vitale et al., 2019; VanderKooy et
al.,2020). Currently, there is a debate about the best standard
image formats to use, but several methods remain in current
use. Acquisition by scanner is, however, increasingly used,
allowing the acquisition of multiple standardized otolith
images (Gongalves et al., 2017; Moore et al., 2019; Mahé et
al.,2021). Moore et al. (2019), for example, acquired otolith
images using a scanner and developed a machine learning
technique for the automatic ageing of fish.

Recently, otolith research on automatic methods for spe-
cies identification or automatic ageing using a deep learn-
ing approach around has developed strongly (Stock et al.,
2021; Moen et al., 2018; Ordofiez et al., 2020; Politikos
etal.,2021; Vabg et al., 2021; Benzer et al., 2022). Other
research domains have also shown that image standardiza-
tion is an important step in computer vision or deep learn-
ing (Lee et al.,2017; Folmsbee et al., 2019; Misztal et al.,
2020). For otoliths, Fisher and Hunter (2018) and Myers et
al. (2020) developed automation of otolith image interpreta-
tions. Our protocol, a preliminary step to automated ageing
studies using a very large number of images, should facili-
tate access to standardized images and thus the development
of these automation approaches. Our method could be stand-
ardized with one image per second from mathematical algo-
rithms (i.e. machine time), which is faster than the classic
method with the time of four minutes realized by an expert.
In France, over 40000 images are analyzed each year in the
Ifremer Center for Sclerochronology. These images could be
used for other scientific purposes such as stock identifica-
tion, automatic ageing, species discrimination and investiga-
tion of the potential drivers controlling otolith morphogen-
esis. Using our protocol, however, the preliminary choices
of light sources (transmitted or reflected) and image formats
during the acquisition stage make it necessary to treat these
batches of images differently. Deep learning could, from a
different perspective, also be used to sort images with differ-
ent light sources and with various presentations of otoliths
(e.g. broken or overlapped otoliths).

The principle of the method presented here is to stand-
ardize otolith images acquired routinely with microscopes
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or scanners, but this method can be applied in other areas
to standardize images with a uniform background. In fisher-
ies science, for example, images of fish eggs acquired with a
microscope could be standardized before analysis; Duan et
al.(2019) has already developed a method to automatically
segment fish eggs.

Acknowledgements. — The authors thank technicians, researchers,
and students who helped with the samples, and the Sclerochronol-
ogy team of IFREMER for image acquisition and ageing data. The
authors would especially thank Kirsteen MacKenzie for valuable
help in editing this manuscript.

The authors are also grateful for the insightful comments and rec-
ommendations offered by the anonymous peer reviewers at this
manuscript. Their comments improved very well the quality of this
paper.

This study was supported by the French National Research Agency
(ANR-21-EXES-0011) and the Data Collection Framework(DCF;
EC Reg. 199/2008, 665/2008; Decisions 2008/949/EC and2010/93/
EU). This work was supported by the Institut Francais de Recher-
che et d’Exploitation de la Mer and the ULCO University (doctoral
support to N. ANDRIALOVANIRINA, 2021-2024).

REFERENCES

ANDRIALOVANIRINA N., HACHE A., MAHE K., COUETTE
S. & POISSON CAILLAULT E., 2022. — Data applied to auto-
matic method to transform routine otolith images for a stand-
ardized otolith database using R. SEANOE. https://doi.
org/10.17882/91023

BENZER S., GARABAGHI FH., BENZER R. & MEHR H.D.,
2022. — Investigation of some machine learning algorithms in
fish age classification. Fish. Res.,245. https://doi.org/10.1016/j.
fishres.2021.106151

CADRIN S .X. & DICKEY-COLLAS M., 2015. — Stock assessment
methods for sustainable fisheries. ICES J. Mar. Sci., 72: 1-6.
https://doi.org/10.1093/icesjms/fsu228

CADRIN S.,KERR L. & MARIANI S.,2013. — Stock Identifica-
tion Methods: Applications in Fishery Science. Second Edition.
Elsevier Academic Press, Amsterdam.

CAMPANA S.E. & THORROLD S.R., 2001. — Otoliths, incre-
ments, and elements: keys to a comprehensive understanding
of fish populations? Can. J. Fish. Aquat. Sci., 58: 30-38. https://
doi.org/10.1139/f00-177

CARDINALE M., DOERING-ARIJES P., KASTOWSKY M. &
MOSEGAARD H., 2004. — Effects of sex, stock, and environ-
ment on the shape of known-age Atlantic cod (Gadus morhua)
otoliths. Can. J. Fish. Aquat. Sci., 61: 158-167. https://doi.
org/10.1139/f03-151

CASSELMAN J.M., 1987. — Determination of age and growth, In:

The Biology of Fish Growth (Weatherley A.H. & Gill H.S.,
eds), pp. 209-242. New York.

CHRISTENSEN J.M., 1964. — Burning of otoliths, a technique for
age determination of soles and other fish. ICES J. Mar. Sci., 29:
73-81. https://doi.org/10.1093/icesjms/29.1.73

CHUNG M.T., TRUEMAN C.N., GODIKSEN J.A., HOLM-
STRUP M.E. & GRONKIJAR P.,2019. — Field metabolic rates
of teleost fishes are recorded in otolith carbonate. Comm. Biol.,
2: 1-10. https://doi.org/10.1038/s42003-018-0266-5

39



Automatic method to standardize otolith images using R

DELERUE-RICARD S., STYNEN H., BARBUT L., MORATF.,,
MAHE K., HABLUTZEL, P.I., HOSTENS K. & VOLCK-
AERT F.A M., 2019. — Size-effect, asymmetry, and small-scale
spatial variation in otolith shape of juvenile sole in the South-
ern North Sea. Hydrobiologia, 845: 95-108. http://dx.doi.
org/10.1007/s10750-018-3736-3

DUANY., LID., STIEN L H.,FU Z., WRIGHT D.W. & GAO Y.,
2019. — Automatic segmentation method for live fish eggs
microscopic image analysis. Aquacult. Eng., 85: 49-55. https://
doi.org/10.1016/j.aquaeng.2019.01.004

EASEY M.W. & MILLNER R.S., 2008. — Improved methods for
the preparation and staining of thin sections of fish otoliths for
age determination. Sci. Ser. Tech. Rep. 143, 16.

FISHER M. & HUNTER E., 2018. — Digital imaging techniques in
otolith data capture, analysis and interpretation. Mar. Ecol.
Prog. Ser.,598: 213-231. https://doi.org/10.3354/meps12531

FOLMSBEE J., JOHNSON S., LIU X., BRANDWEIN-WEBER
M. & DOYLE S., 2019. — Fragile neural networks: the impor-
tance of image standardization for deep learning in digital
pathology. In: Medical Imaging 2019: Digital Pathology,
pp- 222-228. Presented at the Medical Imaging 2019: Digital
Pathology. SPIE. https://doi.org/10.1117/12.2512992

FOSSUM P., KALISH J. & MOKSNESS E., 2000. — Foreword. In:
2nd International Symposium on Fish Otolith Research and
Application, Bergen, Norway, 20-25 June 1998. Fish. Res.,
46(1-3): 1-2. https://doi.org/10.1016/S0165-7836(00)00126-0

GONCALVES P., MAHE K., ELLEBOODE R., CHANTRE C.,
MURTA A., AVILA DE MELO A. & CABRAL H.,2017. -
Blue whiting otoliths pair’s symmetry side effect. Int. J. Fish.
Aquat. Stud.,5: 6-9.

HILBORN R. & WALTERS C.J., 2013. — Quantitative Fisheries
Stock Assessment: Choice, Dynamics and Uncertainty. 575 p.
Springer Science & Business Media.

HUSSY K., LIMBURG K.E., DE PONTUAL H., THOMAS
O.R.B.,COOK PK.,HEIMBRAND Y., BLASS M. & STUR-
ROCK A.M., 2021. — Trace element patterns in otoliths: the
role of biomineralization. Rev. Fish. Sci. Aquacult.,29: 445-
477. https://doi.org/10.1080/23308249.2020.1760204

ICES, 2011. — Report of the Workshop of National Age Readings
Coordinators (WKNARC). 5-9 Sep. 2011, Boulogne-sur-Mer,
France. ICES CM 2011/ACOM:45, 175.

ICES, 2020. — Stock Identification Methods Working Group. ICES
Sci. Rep.,2: 38.

IWATA H. & UKAI Y., 2002. - SHAPE: A computer program pack-
age for quantitative evaluation of biological shapes based on
elliptic Fourier descriptors. J. Hered., 93: 384-385. https://doi.
org/10.1093/jhered/93.5.384

L’ABEE-LUND J H., 1988. — Otolith shape discriminates between
juvenile Atlantic salmon, Salmo salar L., and brown trout,
Salmo trutta L. J. Fish Biol., 33: 899-903. https://doi.
org/10.1111/j.1095-8649.1988.tb05538 .x

LEE H., TAIMIR S., LEE J., ZISSEN M., YESHIWAS B.A.,
ALKASAB TK.,CHOY G.,& DO S.,2017. - Fully automated
deep learning system for bone age assessment. J. Digit. Imag-
ing,30: 427-441. https://doi.org/10.1007/s10278-017-9955-8

LIBUNGAN L.A. & PALSSON S.,2015. — Shape R: An R pack-
age to study otolith shape variation among fish populations.
PLOS ONE, 10: e0121102. https://doi.org/10.1371/journal.
pone.0121102

LOMBARTE A. & LLEONART J., 1993. — Otolith size changes
related with body growth, habitat depth and temperature. Envi-
ron. Biol. Fish., 37: 297-306. https://doi.org/10.1007/
BF00004637

40

54

ANDRIALOVANIRINA ET AL.

LOMBARTE A., CHIC O./, PARISI-BARADAD V., OLIVELLA
R.,PIERAJ. & GARCIA-LADONA E., 2006. — A web-based
environment for shape analysis of fish otoliths. The AFORO
database. Sci. Mar., 70: 147-152.

MAHE K., 2019. — Sources de variation de la forme des otolithes :
implications pour la discrimination des stocks de poissons. PhD
Thesis, 273 p. Université du Littoral Cote d’Opale (ULCO),
école doctorale — Sciences de la Matiére, du Rayonnement et
de I’Environnement.

MAHE K., BELLAIL R., DUFOUR J.L., BOIRON-LEROY A.,
DIMEET J., DUHAMEL E., ELLEBOODE R., FELIX J.,
GRELLIER P.,HUETJ.,LABASTIEJ.,LEROY D.,LIZAUD
0., MANTEN M.L., MARTIN S., METRAL L., NEDELEC
D.,VERIN Y., & BADTS V., 2009. — French summary of age
estimation procedures. 79 p. Ifremer

MAHE K., FAVE S. & COUTEAU J.,2011. - TNPC User guide.
83 p. Ifremer — Département Halieutique Manche Mer du Nord,
Laboratoire Ressources Halieutiques de Boulogne.

MAHE K., COPPIN F., VAZ S. & CARPENTIER A, 2013. —
Striped red mullet (Mullus surmuletus Linnaeus, 1758) in the
eastern English Channel and southern North Sea: growth and
reproductive biology. J. Appl. Ichthyol., 29: 1067-1072. https://
doi.org/10.1111/jai.12266

MAHE K., MACKENZIE K ., IDER D., MASSARO A., HAMED
O., JURADO-RUZAFA A., GONCALVES P., ANASTA-
SOPOULOU A.,JADAUD A., MYTILINEOU C., RANDON
M., ELLEBOODE R., MORELL A., RAMDANE Z., SMITH
J., BEKAERT K., AMARA R., DE PONTUAL H. & ERN-
ANDE B., 2021. — Directional bilateral asymmetry in fish oto-
lith: a potential tool to evaluate stock boundaries? Symmetry,
13: 987. https://doi.org/10.3390/sym 13060987

MILLE T., 2015. — Sources de variation intra-populationnelle de la
morphologie des otolithes : asymétrie directionnelle et régime
alimentaire. PhD Thesis, 222 p. Université de Lille 1 — Sciences
et Technologies.

MISZTAL K., POCHA A., DURAK-KOZICA M., WATOR M.,
KUBICA-MISZTAL A. & HARTEL M., 2020. — The impor-
tance of standardization — COVID-19 CT & Radiograph Image
Data Stock for deep learning purpose. Comput. Biol. Med., 127.
https://doi.org/10.1016/j.compbiomed.2020.104092

MOEN E., HANDEGARD N.O., ALLKEN V., ALBERT O.T.,
HARBITZ A. & MALDE K., 2018. — Automatic interpretation
of otoliths using deep learning. PLOS ONE, 13: €0204713.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0204713

MOORE B.,MACLAREN J., PEAT C.,ANJOMROUZ M., HORN
P. & HOYLE S., 2019. — Feasibility of automating otolith age-
ing using CT scanning and machine learning.(New Zealand
Fisheries Assessment Report 2019/58. 23 p. https://doi.
org/10.13140/RG .2.2.29670.16960

MYERS S.C., THORSEN A., SMOLINSKI S., AANESTAD
GODIKSEN J., MALDE K., & HANDEGARD N.O., 2020. —
An efficient protocol and data set for automated otolith image
analysis. Geosci. Data J., 7: 80-88. https://doi.org/10.21335/
NMDC-1826273218

NEVES A., SEQUEIRA V., FARIAS 1., VIEIRA A R., PAIVAR. &
GORDO L.S.,2011. - Discriminating bluemouth, Helicolenus
dactylopterus (Pisces: Sebastidae), stocks in Portuguese waters
by means of otolith shape analysis. J. Mar. Biol. Ass. U. K., 91:
1237-1242. https://doi.org/10.1017/S002531541000189X

OOMS J.,2021. — magick: Advanced Graphics and Image-Process-
ing in R. https://cran.r-project.org/web/packages/magick/index.
html

Cybium 2023,47(1)



ANDRIALOVANIRINA ET AL.

ORDONEZA.,EIKVILL.,SALBERG A .B.,HARBITZ A., MUR-
RAY S.M. & KAMPFFMEYER M.C., 2020. — Explaining
decisions of deep neural networks used for fish age prediction.
PLOS ONE, 15: €0235013. https://doi.org/10.1371/journal.
pone.0235013

PALMER A R., 2016.— What determines direction of asymmetry:
genes, environment or chance? Philos. Trans. R. Soc. B: Biol.
Sci.,371: 20150417 https://doi.org/10.1098/rstb.2015.0417

PANFILI J., DE PONTUAL H., TROADEC H. & WRIGH P.J.
(eds), 2002. — Manual of Fish Sclerochronology. 464 p. Brest,
France: Ifremer — IRD.

POLITIKOS D.V., PETASIS G., CHATZISPYROU A., MYTILI-
NEOU C. & ANASTASOPOULOU A., 2021. — Automating
fish age estimation combining otolith images and deep learn-
ing: the role of multitask learning. Fish. Res., 242: 106033.
https://doi.org/10.1016/j fishres.2021.106033

RANDON M., PAPE O.L., ERNANDE B., MAHE K., VOLCK-
AERT FAM., PETIT E.J., LASSALLE G., BERRET.L. &
REVEILLAC E., 2020. — Complementarity and discriminatory
power of genotype and otolith shape in describing the fine-scale
population structure of an exploited fish, the common sole of
the Eastern English Channel. PLOS ONE, 15: e0241429.
https://doi.org/10.1371/journal .pone.024 1429

REIBISCH J., 1899. — Ueber die Eizahl bei Pleuronectes platessa
und die Altersbestimmung dieser Form aus den Otolithen.
Nebst Bemerkung zu vorstehender Arbeit von Dr. V. Hensen,
pp- 233-248. Wiss. Meeresunt (Kiel).

SMITH M K., 1992. — Regional Differences in Otolith Morphology
of the Deep Slope Red Snapper Etelis carbunculus. Can. J.
Fish. Aquat. Sci.,49: 795-804. https://doi.org/10.1139/f92-090

STEVENSON D. & CAMPANA S., 1992. — Otolith microstructure
examination and analysis. Can. Spec. Publ. Fish. Aquat. Sci.,
117:135. https://doi.org/10.13140/RG.2.2.22258.61127

Supplementary data

350

300

= N N
[$)] o [8)]
o o o

| 1 1

Publication number

100

50

0_
1975

1980

1985 1990 1995

Automatic method to standardize otolith images using R

STOCK M., NGUYEN B., COURTENS W., VERSTRAETE H.,
STIENEN E. & DE BAETS B., 2021. — Otolith identification
using a deep hierarchical classification model. Comput. Elec-
tron. Agric., 180: 105883. https://doi.org/10.1016/j.com-
pag.2020.105883

VAB® R., MOEN E., SMOLINSKI S., HUSEB® A., HANDE-
GARD N.O. & MALDE K., 2021. — Automatic interpretation
of salmon scales using deep learning. Ecol. Informatics, 63:
101322.

VANDERKOOY S., CARROLLJ. & ELZEY S, GILMORE J. &
KIPP J., 2020. — A Practical Handbook for Determining the
Ages of Gulf of Mexico and Atlantic Coast Fishes, Third Edi-
tion. Gulf States Marine Fisheries Commission & Atlantic
States Marine Fisheries Commission. GSMFC No. 300.

VIGNON M., 2012. — Ontogenetic trajectories of otolith shape dur-
ing shift in habitat use: Interaction between otolith growth and
environment. J. Exp. Mar. Biol. Ecol., 420-421: 26-32. https://
doi.org/10.1016/j.jembe.2012.03.021

VIGNON M., MORAT F., GALZIN R. & SASAL P., 2008. — Evi-
dence for spatial limitation of the bluestripe snapper Lutjanus
kasmira in French Polynesia from parasite and otolith shape
analysis. J. Fish Biol., 73: 2305-2320. https://doi.
org/10.1111/j.1095-8649.2008.02070.x

VITALE F., CLAUSEN L.W. & CHONCHUIR G N. (eds), 2019.
— Handbook of fish age estimation protocols and validation
methods. ICES Coop. Res. Rep., 346. http://doi.org/10.17895/
Ices.pub.5221

WILLIAMS T. & BEDFORD B.C., 1974. — The use of otoliths for
age determination. /n: The Ageing of Fish (Bagenal T.B., ed.)

Proc. of an International Symposium. Unwin Brothers Ltd.
234 p.

2000 2005 2010 2015 2020

Supplementary figure 1. — Studies number in Web of Science about otolith growth and otolith shape.

Cybium 2023,47(1)

55

41



Automatic method to standardize otolith images using R ANDRIALOVANIRINA ET AL.

. Stock identification using otolith . Otolith shape

N
o
|

N
o
|

-
[$,]
|

-
o

Publication number

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

Supplementary figure 2. — Studies number in the Stock Identification Methods Working Group (SIMWG) about stock identification using
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1.3 Méthode d’acquisition d’images 3D d’otolithes sagittal
L article suivant décrit les différentes étapes d’acquisition des images 3D, il a été publié la revue

Scientific Data et la base de données a été mise a disposition pour la communauté dans SEANOE
(ANDRIALOVANIRINA et al., 2024b).
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OPEN: 3D meshes dataset of sagittal
DATA DESCRIPTOR otoliths from red mullet in the
Mediterranean Sea

Nicolas Andrialovanirina 2™, Lauriane Poloni**, Rémi Laffont*, Emilie Poisson Caillault?,
Sébastien Couette3* & Kélig Mahé ®2™

This paper presents a dataset of 3D sagittal left otolith meshes from 339 individual red mullet (Mullus
barbatus). These immature specimens were collected from 17 geographical areas covering the entire
Mediterranean Sea. Measured biological parameters were: fish total length (TL &1 mm, range from 125
to 238 mm), total weight (W £ 0.1 g, range from 14.9 to 168.0 g), sex (S), sexual maturity staging (Mat).
The 3D otolith dataset comprises high-resolution meshes of otoliths obtained using microtomography
(29.2 pm voxel size). The data offer valuable insights into the morphological variability and population
structure of red mullet populations in the Mediterranean Sea. Potential applications of the dataset
include age determination, stock identification, and population connectivity analysis. These
applications aim to enhance the understanding of red mullet populations and contribute to the
sustainable management of marine resources in the Mediterranean Sea.

Background & Summary

Among the numerous fish species inhabiting the Mediterranean Sea, the red mullet (Mullus barbatus) stands
out as a primary commercial species supporting artisanal and industrial fisheries across this geographical area'.
Understanding the dynamics and structure of red mullet populations is essential for sustainable fisheries man-
agement in the Mediterranean. The otolith contains valuable clues about the life history of individual fish and
the environmental pressures they experience?™.

The otolith, a incrementally grown calcified structure located in the inner-ear of fishes, plays a crucial role in
hearing, balance and orientation®. It is found within otic sacs in a network of semicircular canals inside the ear.
These otic sacs contain three pairs of otoliths known as sagitta, lapillus, and lagena’. The data presented in this
paper pertains only to the sagittal otolith, which is generally the most voluminous and the most commonly stud-
ied in fisheries applications®>*®. Otolith shape is influenced by a multifaceted interaction among environmental
factors® 18, genetic inheritance!'*, and ontogenetic development'>'-2!, Otoliths are metabolically inert (i.e.,
without post-deposition alteration or resorption)®, and their extraction and processing are less time-consuming
and less expensive than other methods of stock delimitation (e.g., genetics)®. Therefore, it has become one of the
most widely used proxies for age estimation, identifying stock boundaries, and population connectivity analysis
of various fish species®”.

Traditionally, otolith shape analysis has been conducted using two-dimensional (2D) images®, which offer
only a limited perspective of the three-dimensional (3D) structure. This approach may introduce biases due to
the object’s positioning during 2D image acquisition. Recent advancements in imaging technology have enabled
the application of 3D shape analysis to otoliths, providing a more comprehensive understanding of their mor-
phology. By capturing the whole 3D surface of otoliths in three dimensions, this method offers deeper insights
into their structural complexity and biological significance.

3D analysis reveals features that are often overlooked in 2D analysis, thereby expanding our knowledge of
otolith morphology. However, research on 3D otoliths has primarily focused on acquisition methods**-** and
understanding their function within the fish inner-ear?”-, rather than on aspects applied to shape analysis.
A recent study using part of the present dataset from red mullet otoliths demonstrated the effectiveness of 3D
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PSL Université, Paris, 75014, France. “UMR CNRS 6282 Biogéosciences, Université de Bourgogne, 6 Bd Gabriel,
Dijon, 21000, France. ®e-mail: nicolas.andrialovanirina@ifremer.fr; kelig.mahe @ifremer.fr

SCIENTIFICDATA| (2024) 11:813 | https://doi.org/10.1038/s41597-024-03641-1 1

58



www.nature.com/scientificdata/

n° GSA 10 |11 (12 |14 |16 |17 |18 |20 |22 |23 |24 |25 |27
nsamples |7 [23 |12 |12 |13 |5 19 |16 |58 |8 30 |20 |36 |19 |22 |24 |27

—
5]
[=
o

Table 1. Sampling distribution by geographical sub-areas (GSAs).

analysis in addressing significant asymmetry originating from the inner-ear side, a phenomenon not observed
in 2D analysis with the same otoliths®!. Additionally, this 3D asymmetry also influenced the fish’s location, i.e.
the intensity of the asymmetry varied depending on the fish’s environment. Consequently, this dataset on the
3D shape of fish otoliths represents a new opportunity for better understanding their morphogenesis processes.
With the 3D meshes data, research could delve deeper into the relationship with fish growth (i.e. ontogeny evo-
lution), genetic heritage, and the environmental parameters of the habitat, allowing for a more comprehensive
exploration and understanding their impact of these factors on the otolith.

This paper presents a comprehensive dataset of 3D sagittal otolith meshes of red mullet collected from
17 locations from the Mediterranean Sea. The dataset includes high-resolution images obtained using
micro-computed tomography (micro-CT or i CT). Each otolith image is available with the individual biological
parameters of each specimen. These measurements provide valuable information on the shape variability of red
mullet otoliths, which can be used to infer age, assess growth rates, and identify stock structure. The creation
of this dataset was motivated by the need for standardised, high-quality data to support research in fisheries
science, marine ecology, and conservation biology. By providing researchers with access to a collection of 3D
otolith models and associated biological fish data, this dataset facilitates studies on the population dynamics,
connectivity, and resilience of red mullet populations in the Mediterranean Sea. Furthermore, the dataset has
the potential for broader applications beyond red mullet research, serving as a valuable resource for comparative
studies on otolith morphology and fish population dynamics across different species and geographic regions.

Overall, this dataset represents a valuable resource for researchers interested in studying the ecology, biol-
ogy, and fisheries management of red mullet populations in the Mediterranean Sea. By facilitating access to
3D otolith data, this dataset contributes to the advancement of scientific knowledge and the development of
evidence-based management strategies for sustainable fisheries in the region.

Methods

Fish sampling. 339 individual fish specimens were collected from 17 geographical sub-areas (GSAs) (see
Table 1 and Fig. 1), as defined by the General Fisheries Commission for the Mediterranean (GFCM). These GSAs
represent diverse fisheries management unit within the Mediterranean Sea. The sampling campaign was con-
ducted during the 2019 international MEDiterranean International Trawl Survey (MEDITS survey), a substantial
effort to assess fish populations and their habitats in the Mediterranean Sea®. The MEDITS survey provides a
valuable dataset for understanding the distribution and characteristics of fish species.

To ensure robustness in analyse, potential ontogenetic effects on otolith shape are considered. Consequently,
the sampling is restricted to young mature fishes (i.e. fish after their first sexual maturity and aged between 3 and
5 years old) within a total length range from 125 to 238 mm (with a mean length of 159 + 19 mm), and a total
weight range from 14.9 to 168.0 g (with a mean weight of 46 4 19 g). Biological fish parameters and sample infor-
mation were acquired (see Table 2). Furthermore, only left otoliths (sagittae) are selected to avoid asymmetric
variation. These choices ensure uniformity in our dataset and facilitate accurate comparisons across individuals.
Otoliths were carefully extracted from the inner ears of the fish, and cleaned to remove any adhering tissue
or debris. Metadata describing the geographic sampling location, and the specimen characteristics (fish total
length, weight, sex, maturity stage) were also obtained.

Three-dimensional otolith reconstruction. X-ray images acquisition. Otolith X-ray images were
acquired using an X-ray microtomograph (micro-CT or p CT) Skyscan 1174 (Bruker) (see Fig. 2). X-ray microto-
mography consists on entailed capturing two-dimensional (radiograph) images of the otoliths from various
angles, covering a complete rotation from 0° to 180°. The differential attenuation of X-rays while crossing the
sample depending of material density, and expressed as different grey values, enable us to discern quite easily the
whole otolith from the surrounding air. X-ray microtomograph parameters are showed in Table 3.
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Parameters | Detail

Number Sample identification number
Refscan Unique sample reference
Species Latin name of fish species

Meshes3D 3D meshes file name

Sdate Fish catch date sampling (yyyy-mm-dd)

GSA Fisheries management unit

Subarea Geographical sub-area

Latitude Latitude of the fish sample (in decimal degrees)

Longitude Longitude of the fish sample (in decimal degrees)

Depth Estimated depth of catch (in m)

BTemp Bottom temperature (in celsius degrees)

TL Total length of the fish, from the tip of the snout to the tip of the longest lobe of the caudal fin (in mm)
w Total weight of the fish (in g)

S Sex of the fish (M: male, F: female or I: undetermined)

Fish sexual maturity staging (0: abnormal i.e. necrotic, sclerotized or intersex gonads; 1: immature; 2: developing

Mat gonads, non-hydrated eggs; 3: spawning; 4: regressing or regenerating gonads; 5: no spawning)

Table 2. Sampling details and biological fish parameters.

‘4 . s 1 r 2\
0 X-ray |ages acquisition P e ¢
180° X-ray images taken & ¢
with microtomograph
(UCT Skyscan 1174 il
Bruker) L ] 4 ®
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.\
Quug Virtual slices created by stacking X-ray
-, r images using NRecon software .
‘ \
\l/ o

9 3D meshes reconstruction ‘\? 3 Al / \J f
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.

N

3D otoliths meshes reconstructed from

virtual slices using 3DSlicer software 3 ({ B ( j é

3DSlicer

Fig. 2 Method from X-ray images acquisition to 3D otolith meshes.

Virtual slices reconstruction.  The software NRecon by Bruker (v.1.7.4.6) was used to reconstruct cross-sectional
slices of the otoliths from the radiographs acquired by the microtomograph (see Fig. 2). The program employs
a Feldkamp algorithm, a convolution formula, and backprojection to reconstruct a three-dimensional density
function from a set of two-dimensional projections. Indeed, X-ray images obtained by microtomography rep-
resent grayscale equivalences of material densities (higher densities will be encoded by higher grayscale levels,
tending towards white). The algorithm compiles this set of images into a density volume and then generates
slices in the transverse plane of this volume at regular intervals. This reconstruction step is automated and also
allows for parameter optimization such as volume alignment, artifact correction, or selection of areas of interest.
The slice images are saved in Tag Image File Format (.tiff).

3D meshes reconstruction. The segmentation step of the virtual slices aims to distinguish, within the resulting
3D volume of these slices, areas of interest corresponding to the objects under study (see Fig. 2). In this case,
the goal is to differentiate between the voxels corresponding to the otoliths and the background voxels based on
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Parameters Measures

Type of scanning Opversize scan

Rotation step by 0.7° (from 0° to 180°)
Number of catches 2

Exposure 3,000 ms

Filter 0.5mm AL

Intensity 800 A

Tube voltage (tension) 50 kV

Voxel size 29.2 pm

Table 3. X-ray microtomograph parameters.

2 2
Otolith Otolith
inner face outer face

Fig. 3 3D otolith meshes in inner and outer face with six landmarks (red points: 1 at the tip of the rostrum, 2 on
the postrostrum, 3 at the end of dorsal, 4 at the tip of ventral, 5 on the middle of the outer face of the otolith, 6 in
the transition part between ostium and cauda).

simple criteria of grayscale levels (the otolith being dense compared to the background, its constituent voxels
will be bright) and adjacency (the otolith constituting a continuous object). This segmentation step is performed
using the software 3DSlicer (v.5.0.2). Segmentation Editor module was used with threshold option. Threshold
range was between 60 and 255. A grayscale voxel thresholding is applied to select all the voxels constituting the
otoliths. The surface of this selected voxel set is then extracted in the form of a 3D mesh (see Fig. 2). This type
of object models a 3D mesh as a cloud of points (vertices) connected by triangulation (see Fig. 2) expressing the
surface of the 3D segmented object. 3D Slicer uses a Flying edges algorithm for the surface extraction and mesh-
ing. Landmarks were manually placed on the meshes to improve the alignment and measurement of the otoliths
for future study. We proposed six landmarks (Fig. 3) placed on the meshes using the R package Digit3DLand™®.
These landmarks were chosen for their anatomical relevance and ease of identification across specimens, located
at the anterior, posterior, dorsal, and ventral edges, as well as the core and a notable curvature point. These land-
marks are only subjective, and we strongly recommend automatic alignment. These proposed landmarks could
be used for pre-alignment before automatic alignment.

Data Records

3D mesh data was saved in binary Polygon File Format (.ply). The x, y; and z coordinates of six landmarks (refer
to Fig. 3) were stored in a TPS text file, where the ID corresponds to the mesh name. Sampling and biological fish
parameters were registered in a single comma-separated value (.csv) file. In this csv data, each row corresponds
to one fish, with 15 columns as detailed in Table 2. Log file after X-ray images acquisition (.log) and virtual slices
reconstruction (_rec.log) were made available. In this way, all the information relating to image acquisition and
reconstruction of the virtual slices was saved in these files if necessary. Readme text file is provided for informa-
tion on the dataset.
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All 3D meshes, tps file with landmarks, sampling and biological fish parameters on csv are available on
SEANOE (https://doi.org/10.17882/99980).

Technical Validation
Most shape analysis tools, such as Fourier descriptors, generally require closed objects for processing 3D mesh
data. The presence of holes in a 3D object prevents its contour from being analysed.

To address this issue, meshes with holes, non-manifolds (i.e., detached or split edges or vertices) or isolated
elements (non otolith artefacts) needed to be identified. To identify 3D meshes with non-manifolds, MeshLab
2022.02 was used. In the following equation (1), genus in mathematic function with Euler characteristic®® were
employed to identify manifold meshes with holes.

g=—-1x(05x (V—E+F+b)—1) 1)

Where g is the genus (number of holes), V is the number of vertices, E is the number of edges, F is the number
of faces and b is the number of borders of the 3D meshes.

Subsequently, meshes with holes were either removed or reconstructed by readjusting the threshold range on
3DSlicer. Functions from Rvcg package® were used to remove isolated artefacts.

Usage Notes

The data* provided in this paper offer valuable insights into the 3D shape of fish otoliths and can be utilized
by researchers across various fields. It is advisable to normalise the data to ensure consistency across different
datasets. Researchers may also consider performing additional processing steps, such as alignment, scaling, or
feature extraction, depending on their specific research objectives. Landmarks could be used for these purposes.
An R script could be supplied to standardise the 3D meshes with the landmarks (decimation, alignment, scale)
and then to extract the Fourier coefficients using SPHARM-spherical harmonics®””. In SPHARM analysis, land-

marks can be used to ensure that the polarity “up-down", “right-left", and “front-back" is homologous among
the meshes being compared.

Code availability

Pre-processing code was written in R to delete non otolith artefacts, select meshes without holes, save the mesh as
a .ply file, and place 6 landmarks for all 3D otolith meshes. The code is available in the supplementary information
of this paper.
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1.4 Reconstruction des otolithes sagittal en 3D a partir de des-
cripteurs sphériques de Fourier
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1 Introduction

Otoliths, also known as ear stones, are calcified structures found in the inner ears of fish, playing a crucial role in fish
hearing and balance [1]. They are valuable tools in fisheries research, used for age determination, stock identification,
and understanding fish population dynamics [2, 3, 4]. The shape of otoliths provides insights into a fish's life history and
environment [4]. While traditional methods for studying otoliths involve manual measurements and visual examination,
recent technological advancements have introduced automated techniques, such as image processing and mathematical
modelling, enabling more efficient and accurate analysis of otolith shape and structure.

Currently, these analyses are predominantly conducted using two-dimensional (2D) images [2, 3, 4], offering only a partial
representation of the otolith's shape. This paper introduces a novel technique focusing on three-dimensional (3D) sagittal
otolith reconstruction from spherical harmonics decomposition descriptors [9]. By utilising advanced imaging technology
to capture 3D models of otoliths and applying mathematical descriptors, such as Fourier transforms, the method aims to
provide a standardised and reproducible characterisation of otolith shape. This approach enables the standardisation,
alignment, and extraction of otolith shape parameters, crucial for ensuring data quality and comparability across different
3D models.

This study aims to demonstrate how to standardise and extract the 3D shape information of fish otoliths. This innovative
approach holds promise in improving the accuracy and efficiency of age determination, stock identification, and
enhancing our understanding of fish populations, thereby supporting sustainable fisheries management. To apply this
analytic protocol, otoliths from 20 commercial fish species from the Eastern Channel were used.

2 Extraction of 3D otolith shape

2.1 3D image acquisition

The acquisition of 3D sagittal otolith images involved the use of an X-ray microtomograph, which captures two-
dimensional X-ray images of the otolith from various angles, These images reveal differences in density between the
otoliths and the surrounding air.

Subsequently, reconstruction was conducted using Nrecon software (Bruker, Kontich, Belgium) to convert the X-ray
images into virtual slices, followed by segmentation with 3D Slicer to extract otolith isosurfaces as 3D meshes. To ensure
symmetry between the left and right otoliths, a mirror transformation was applied to the right otoliths (by multiplying one
of the three mesh vertex coordinate dimensions by -1), ensuring accurate comparative analysis between both sides.

2.2 3D meshes standardisation

Prior to further analyses, six landmarks had to be placed manually on each mesh (Figure 1, Part 1); these were used to
pre-align otolith meshes. In this shape analyses, measures could be taken to prevent under or over-representation of a
population or species. This involved duplicating individuals from the same population or species to ensure equal
representation across categories.

A mesh decimation process was then applied to all otoliths to ensure they had the same number of triangles per 3D object.
Decimation reduces the number of triangles in the mesh while preserving its overall shape. Depending on the required
level of detail, decimation can be adjusted as follows. For a high level of detail, the meshes were standardised to 10,000
triangles with 5,002 vertices per otolith. With 1,000 triangles and 502 vertices, otolith reconstruction was already
completed (Figure 1, Part 2). Isolated vertices resulting from decimation were removed to prevent potential issues during
the projection onto a sphere. Furthermore, the landmarks were readjusted after mesh decimation by associating them with
the vertices closest to the new decimated mesh. The centroid size was resized to 1 for all meshes to ensure uniform size.

2.3 Fourier spherical harmonics with SPHARM

Three-dimensional otolith models were filtered to include only individuals without structural holes. This selection was
necessary because the SPHARM (spherical harmonics) analysis [5, 6], which projects 3D shapes onto a reference sphere,
cannot process data with holes. Indeed, as one of the SPHARM analysis step consists of mapping between a reference
spherical surface (i.e. genus-zero surfaces and with no holes or handles) and object surfaces under study, it was crucial to
ensure that the selected otolith surfaces were suitable for analysis [6]. MATLAB functions for SPHARM analysis were
also translated into R language for further processing.
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To align all 3D otoliths and compute Fourier coefficients [7, 8], was utilised through an (Figure 1, Part 3). Initially, a
random individual was selected to align all others using corrected landmarks, initiating the iterative process. Subsequently,
a global mean shape was calculated from all aligned otoliths, and the mean shape was recalculated from these new
alignments iteratively until convergence was achieved, and the mean shape stabilised.

During each iteration, all 3D meshes were mapped onto a sphere and aligned using landmarks (Figure 1, Part 3). The
meshes were projected onto a unit sphere under a bijective mapping to minimise area and topology distortion. The CALD
spherical parameterisation algorithm was employed, combining local and global smoothing methods alternately until
convergence was achieved [9]. Local smoothing aimed to minimise area distortion and worst-case length distortion at the
level of a local sub-mesh, while global smoothing attempted to distribute area distortions evenly over the entire sphere
[6, 9].

Fourier coefficients were calculated at each iteration, and, finally, the coefficients from the last iteration were considered
when convergence occurred. The surface of each mesh was described by a series of points using three parameterized
variables: x(0,9), y(0,¢), and z(0,p), where 6 represents the polar colatitudinal coordinate with ¢ € [0, ], and ¢ represents
the azimuthal longitudinal coordinate with ¢ € [0, 2x] (Figure 1, Part 3) [6]. Standardisation and mesh alignment by
landmarks are crucial in this context as comparisons are made point by point. Variations in these three coordinates along
the sphere are then treated as signals using Fourier functions, where these coefficients represent combinations of sinusoids
at different frequencies. Low frequencies describe general aspects of the shape while high frequencies depict fine details,
and the combination of these terms at different frequencies comprehensively describes the 3D shape, capturing both
general aspects and local details.

All three parameters could be expressed as Fourier spherical harmonic (SPHARM) functions like [10]
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Each parameters is autonomously decomposed with respect to spherical harmonics [6] as
x(0,9) = XiZo Zm=-1 Y (0,90) 5 ¥(6,9) =ZiZoXn=—1chY"(0,9) 5 2(8,¢) = L2 Tin=—15 V" (6, 0).
All these functions can be combined into a single vector-valued function [6] as
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where v(6, @) = (x(8,¢), y(6,9), zx(8,9))" and ¢ = (cfy, cfy, ciy)". The coefficients ¢ are calculated through

conventional least-squares estimation [6]. The SPHARM objective function is to compute ¢y, ¢j3 and ¢j; up to the
number of harmonics (degrees) defined [6].
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FIGURE 1 — Analytic protocol for standardisation, alignment, and calculation of spherical Fourier coefficients from 3D
sagittal otoliths using SPHARM. Part 1 — 3D otolith mesh showing inner and outer faces with six landmarks (red points,
1 on the rostrum, 2 on the postrostrum, 3 at the end of dorsal, 4 at the tip of ventral, 5 on the middle of outer face of the
otolith, 6 on top of the sulcus acusticus). Part 2 — Otoliths decimated to 1,000 triangles, with red parts on the meshes
indicating the readjustment of landmarks. Part 3 — During each iteration, the meshes are projected onto a sphere, and
Fourier coefficients are calculated for the aligned otoliths.

3 Discussion

This study introduces the application of the SPHARM method [6] for describing otolith shape, from 20 fish species,
through the computation of spherical harmonics. A novel technique for 3D sagittal otolith reconstruction was introduced
using spherical Fourier descriptors. This innovative approach overcomes the limitations of traditional 2D methods,
providing a comprehensive characterisation of otolith shape. 3D analysis allows for the handling of asymmetry in otolith
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shape based on the inner ear side. This important factor can influence otolith shape and is not adequately captured by 2D
analysis. The analytic protocol in this study proved highly effective, automatically identifying and removing problematic
meshes with holes, isolated points, or non-manifolds, which are the main 3D meshes where the SPHARM analysis finds
the projection onto a sphere impossible. Leveraging advanced imaging technology and mathematical descriptors like
Fourier transforms, the analytic protocol enables the standardisation, alignment, and extraction of otolith shape
parameters, essential for ensuring data quality and comparability across different meshes.

Whether analysing 2D images or 3D meshes shape, standardisation of inputs is essential as it allows for comparison
between each input. Standardisation is a vital process ensuring the quality and comparability of data by adjusting the
dataset's distribution through normalisation, zero-centering, and standardisation [11]. This step accelerates machine
learning time and achieves good generalisation in inference, improving data quality for activities like data cleaning,
profiling, and matching. Moreover, alignment in morphometric analysis involves superposing shapes to minimise
differences in position, orientation, and scale, a necessary preliminary step before meaningful shape comparisons [12,
13].

The next step will involve applying classification or multivariate analysis to this standardised otolith shape data. Using
this comprehensive otolith shape holds potential to improve the accuracy and efficiency of age and stock identification
classification.

The process of acquiring 3D images and standardisation is, however, time-consuming. It is advisable to reduce or optimise
scan parameters according to the otolith size and study objectives. For instance, to reduce scanning time, X-ray with a
smaller rotation step and a larger voxel size could be used (but risk losing quality and resolution). In this analytic protocol,
decimation can be reduced to 1,000 triangles (11 harmonics) for small otoliths.

One avenue for further exploration lies in the automated identification of the six landmarks within the process.
Additionally, addressing the challenge of managing holes in otoliths, a characteristic feature of certain fish species,
presents another promising direction for study. While our case study focused on fish otoliths, this analytic protocol could
be used in other areas of 3D shape analysis without holes or isolated elements.
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1.5 Synthese du chapitre 1

Ce chapitre présente une série de résultats méthodologiques majeurs, obtenus a travers des dé-
veloppements d’analyses d’images des otolithes. Ces avancées contribuent de maniere significative
a la standardisation des images d’otolithes, nécessaire pour automatiser des processus d’analyse et
ainsi renforcer les études sur I’identification des stocks de poissons mais aussi sur la reconnaissance
d’especes actuelles ou passées.

Les premieres analyses se sont concentrées sur trois types de jeux de données (otolithe entier de
plie, otolithe entier briilé et non br{ilé de rouget barbet de roche, et coupe transversale d’otolithe de
morue) pour identifier les biais inhérents aux images acquises en routine. Comme discuté dans la
littérature, les images d’otolithes présentent des variations en raison des différences de protocoles
d’acquisition d’un laboratoire a 1’autre (EASEY et MILLNER, 2008|; MAHE ef al.,|[2009|; VITALE
et al.,2019); VANDERKOOY et al.,2020), nécessitant ainsi une standardisation avant toute analyse
automatisée des structures (MOORE et al., 2019; MAHE et al.,[2021)).

Pour répondre a cette nécessité, un outil open source a été développé dans un environnement R.
Ce programme réalise une série d’étapes de standardisation qui permettent de corriger ces biais :
conversion en niveau de gris, détection du contour, individualisation, recadrage, orientation, et pro-
duction d’une image en noir et blanc standardisée. Cette procédure permet d’harmoniser les images
et de créer une base uniforme pour les analyses (FISHER et HUNTER, 2018; MYERS et al., 2020).

La standardisation manuelle des images étant tres chronophage et la quantité de données acquise
croissante, il est nécessaire d’automatiser 1I’analyse d’images et transformer les images obtenues en
routine en formats standardisés. Dans le premier cas d’étude de cette these (ANDRIALOVANIRINA
et al.,2023b), une méthode de standardisation automatique d’images en 2D d’otolithes a été dé-
veloppée. La méthode a démontré sa capacité a standardiser des images issues de divers processus
d’acquisition, en utilisant deux types d’éclairage (lumicre réfléchie ou lumiere transmise), et en
s’appliquant a différentes especes, ainsi qu’a des otolithes br{ilés et non briilés, venant de 2 insti-
tuts différents (francais et norvégien). La méthode développée a montré une grande efficacité sur les
images ol le contraste entre I’otolithe et le fond est marqué. En revanche, lorsque le fond de I’image
est plus clair (comme dans les cas d’otolithes capturés avec une exposition standard ou un codage
amélioré), 1’algorithme montre des difficultés a détecter correctement 1’otolithe. Pour les images
avec un fond tres lumineux, il devient nécessaire de réduire I’exposition. Dans les situations ol
I’otolithe apparait plus sombre (comme c’est le cas pour environ 3% des échantillons d’otolithes
de morue et 2% des échantillons d’otolithes non bralés de rouget barbet), il peut étre judicieux
d’augmenter I’exposition pour améliorer la visibilité de 1’otolithe. Cette méthode a été décrite en
5 étapes clés successives : conversion en niveaux de gris, détection des contours et segmentation
des images, redimensionnement et binarisation, orientation et alignement, puis extraction des in-
formations morphologiques. La conversion des images d’otolithes en niveaux de gris simplifie les
données d’images en réduisant les canaux de couleur a un seul canal. La conversion en niveaux
de gris garantit I’uniformité de 1’analyse d’images, ce qui facilite 1I’application d’algorithmes nor-
malisés (LIBUNGAN et al.,2015)). Cette €étape est essentielle pour améliorer le contraste et rendre
les taches de traitement d’images ultérieures, telles que la détection des bords et la segmentation,
plus efficaces et moins gourmandes en ressources informatiques (YOUSSEF et al., 2016). Cette
étape réduit la complexité informatique et met en évidence les caractéristiques structurelles de
I’otolithe, qui sont cruciales pour les €tapes de traitement ultérieures notamment pour détecter les
formes et les motifs pertinents pour 1’analyse morphologique (GONZALEZ et WOODS, 2018)). Pour
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améliorer la conversion en niveaux de gris, des techniques avancées d’amélioration de contraste,
de seuillage et de filtre pourraient étre appliquées. Dans un premier temps, 1’application de filtres
pour améliorer le contraste avant la conversion peut améliorer la clarté des structures de 1’otolithe
(SOBEL, |1990). Puis dans un second temps, I’égalisation d’histogrammes peut €tre employée pour
améliorer le contraste, en particulier dans les images avec des conditions variables d’éclairage ren-
dant les caractéristiques de 1’otolithe plus faciles a distinguer (PIZER et al., |1987); SAIFULLAH,
2022)). La mise en ceuvre de méthodes adaptatives qui prennent en compte les variations locales de
contraste peut améliorer la visibilité des caractéristiques (ZHIGANG et al., 2023)). Des techniques
de seuillage adaptatif peut aussi aider a conserver les caractéristiques importantes tout en élimi-
nant le bruit (OTSU, 1979). Dans cette these, seule la structure externe de I’otolithe (sa forme) a
été étudiée. Pour des études ultérieures, notamment la structure interne de 1’otolithe pour estimer
I’age des poissons par exemple, la colorimétrie des otolithes pourrait étre une donnée importante.
Ce processus de conversion en niveaux de gris entraine la perte d’informations colorimétriques qui
pourraient aider a distinguer les différentes caractéristiques des otolithes. De ce fait, I’incorpora-
tion de techniques sélectives de rétention des couleurs pourrait atténuer ce probleme (FOLMSBEE
et al.,2019). La détection des contours et la segmentation de I’image jouent un rdle crucial dans
I’analyse des otolithes en permettant d’isoler ces structures calcifiées de I’arriere-plan et d’autres
éléments perturbateurs. En pratique, 1’algorithme appliqué identifie et isole les otolithes indivi-
duels dans les images. Il effectue la détection des contours a 1’aide d’une fonction spécifique en
R, qui repere les limites des otolithes. Cette technique est essentielle non seulement pour séparer
les otolithes gauches et droits dans les images contenant des paires, mais aussi pour exclure les
otolithes cassés, garantissant ainsi que seules les images individuelles d’otolithes entiers seront uti-
lisées (STEVENSON et CAMPANA, 1992). Cette étape permet de distinguer clairement I’ otolithe des
artefacts environnants et du bruit, facilitant ainsi 1’extraction précise des caractéristiques morpho-
logiques pertinentes (CANNY, |1986; ARBELAEZ et al., 2011)). L’algorithme sépare 1’otolithe de
son arriere-plan en utilisant la différence de seuillage de niveaux de gris. Pour détecter un otolithe
cassé, il faut qu’il y ait une paire d’otolithes dans une image, un entier et un cassé, car 1’algorithme
prend I’aire la plus grande de I’objet et supprime les autres objets. De ce fait, une image avec
un ou des otolithes cassés seulement ne fonctionnera pas car 1’algorithme va tout de méme sélec-
tionner les otolithes cassés avec la plus grande aire. D’une part, la mise en ceuvre de mécanismes
automatisés de détection des erreurs peut jouer un role essentiel en identifiant et en rectifiant les
problemes de segmentation en temps réel, assurant ainsi une fiabilité accrue dans le traitement des
données (MISZTAL et al., 2020). Mettre en place des silhouettes prédéfinies sur la forme des oto-
lithes entiers par espece permettrait de mieux identifier les otolithes cassés en comparant avec ces
derniers. En séparant un otolithe sur son axe principal, la partie comprenant 1’antirostrum est plus
complexe que I’autre partie. Pour déterminer les otolithes gauches ou droits, calculer la complexité
de ces deux parties permettrait de différencier 1’otolithe, car I’otolithe gauche a son antirostrum a
droite et I’inverse pour I’otolithe droit excepté pour le Saint-Pierre (Zeus Faber). D’ autre part, I’in-
tégration de 1’apprentissage automatique, en particulier les réseaux neuronaux convolutifs (CNN),
enrichit considérablement la précision de la segmentation en exploitant les capacités d’apprentis-
sage a partir d’ensembles annotés de données (RONNEBERGER et al.,|2015). Toutefois, I’applica-
tion de ces réseaux neuronaux nécessite une grande quantité de données. Par exemple, avec 5 150
images 2D d’otolithes une précision de 72% a été atteinte pour I’estimation de 1’age de la morue
en mer de Barents (MOEN et al., 2023) et 72% aussi avec 3 261 images 2D d’otolithes pour le
thon rouge du Pacifique (Thunnus orientalis) (TSUNG-HSIANG et al., 2024)). Cette approche pour-
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rait étre particulierement efficace pour traiter un vaste ensemble d’images d’otolithes étiquetées,
apprenant a reconnaitre et a isoler efficacement les caractéristiques pertinentes comme différencier
les otolithes cassés, gauche ou droit. Les réseaux antagonistes génératifs (GAN) (GOODFELLOW
et al.,2020) sont aussi une voie possible pour (1) augmenter le volume des bases de données requis
pour un apprentissage automatique efficace et (ii) compléter les otolithes cassés. Le redimension-
nement des images d’otolithes normalise leurs dimensions, facilitant ainsi 1’analyse comparative
entre différents échantillons. Cette standardisation des proportions garantit I’uniformité de 1’en-
semble des données et améliore la cohérence des analyses morphologiques. En plus de normaliser
les tailles, le redimensionnement ajuste les proportions des otolithes, ce qui est crucial pour les
comparaisons inter-€chantillons. Il est essentiel de veiller a ce que le rapport d’aspect des otolithes
soit préservé lors du redimensionnement pour éviter toute distorsion de leur forme. L utilisation
de méthodes d’interpolation avancées durant cette étape assure la conservation de I'intégrité des
caractéristiques morphologiques, améliorant ainsi la précision des images normalisées (BURT et
ADELSON, |1983; GONZALEZ et WOODS, [2018|; MOEN et al., 2018)). Les images en niveaux de
gris sont converties en format binaire, simplifiant notablement I’analyse en réduisant I’image a
deux teintes : noir et blanc. Ce processus de binarisation, essentiel pour une extraction précise des
caractéristiques, améliore la détection des contours en éliminant les particules blanches externes
et en clarifiant I’'image (OTSU, 1979; FAHMI et al., |2023). La binarisation, en convertissant les
images en noir et blanc, facilite I’application d’autres techniques d’analyses morphologiques en
simplifiant I’image (GONZALEZ et WOODS, 2018). Ce processus comprend également des étapes
pour affiner I’analyse, telles que le lissage des contours de 1’objet, 1’ajout de pixels noirs sur les
bords pour améliorer la détection des contours, et I’application de I’érosion des pixels pour élimi-
ner les particules blanches non pertinentes a 1’extérieur de 1I’otolithe (FOSSUM et al., 2000). Ces
ajustements contribuent a une analyse plus précise et a une meilleure extraction des caractéristiques
morphologiques des otolithes. Les techniques de seuillage adaptatif jouent un rdle crucial dans la
binarisation des images d’otolithes, en ajustant dynamiquement la valeur du seuil selon les proprié-
tés locales de I’image. Cette approche permet une meilleure segmentation, surtout dans les cas ou
I’éclairage de I’image est inégal, préservant ainsi les détails importants qui sont cruciaux pour une
analyse précise (LTU et SRIHARI, |1997; BRADLEY et ROTH, 2007). L’application de techniques
de binarisation adaptatives, qui ajustent les seuils en fonction des variations locales de I’'image,
contribue également a réduire le bruit et a améliorer la distinction entre 1’otolithe et I’arriere-plan.
Ces méthodes affinent la conversion binaire, garantissant que les caractéristiques essentielles sont
clairement identifiables et que les images résultantes sont optimales pour les analyses subséquentes
(NIBLACK, |1986; LEE et al., 2017). L’angle d’orientation de 1’otolithe est calculé pour chaque
image, et les otolithes sont automatiquement tournés afin d’étre alignés le long de 1’axe principal,
correspondant a 1’axe de la plus grande longueur. Cet alignement systématique sur 1’axe vertical
(x = 0) garantit une uniformité entre les images, facilitant ainsi une analyse morphologique précise
et consistante des formes (IWATA, 2002). Cette normalisation dans I’orientation et I’alignement des
images d’otolithes est nécessaire, car elle assure que toutes les caractéristiques morphologiques
sont positionnées de maniere cohérente d’une image a 1’autre. Ce processus uniformise la présenta-
tion des otolithes, réduisant les variations causées par différentes orientations lors de la capture des
images, et rendant ainsi les analyses comparatives et la reconnaissance des modeles plus fiables et
efficaces (SALEMBIER et PARDAS,|1994). En outre, un alignement cohérent des images d’otolithes
est essentiel pour éviter les erreurs de mesure et les mauvaises interprétations des données. Des
images mal alignées peuvent en effet conduire a des analyses incorrectes, compromettant la qualité
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des études morphologiques et la validité de leurs conclusions (KUHL et GIARDINA, |1982).

Apres les étapes de standardisation des images, vient I’extraction automatique des parametres
univariés et multivariés. A partir des images binarisées obtenues par I’ algorithme, des mesures telles
que la longueur, la largeur, le périmetre et la surface de 1’otolithe sont automatiquement extraites.
Ces mesures fournissent une base quantitative précise pour les analyses ultérieures. Pour les cha-
pitres 2, 3 et 4, I’extraction des Descripteurs de Fourier Elliptiques (EFDE) est également réalisée a
partir de ces images binarisées. Cette méthode permet de capturer avec précision la complexité de
la forme des otolithes, assurant ainsi la rigueur et la reproductibilité des analyses morphométriques
a travers les différents chapitres de cette these.

Par ailleurs, ce chapitre aborde également le développement de méthodes de reconstruction
3D des otolithes. La reconstruction 3D s’effectue a partir de deux plateformes tomographiques et
permet d’obtenir une représentation fidele des structures externes des otolithes.Les images radio-
graphiques des otolithes ont été acquises a 1’aide d’un microtomographe a rayons X ou
uCT). Le bien que relativement basique en termes d’équipement, est particulierement
adapté aux petits échantillons de faible densité. Les échantillons analysés peuvent mesurer jusqu’a
50 mm de long et 30 mm de diametre, ce qui permet d’inclure une gamme assez large de tailles
d’otolithes. La résolution spatiale obtenue avec la est généralement élevée, offrant des
détails fins des structures externes, ce qui en fait un outil puissant pour les études nécessitant une
visualisation précise des microstructures des otolithes. Toutefois, il présente certaines limitations,
notamment un temps d’acquisition relativement long, pouvant atteindre environ 45 minutes par
échantillon de 10 individus. De I’acquisition a la standardisation, le processus prend environ 11
minutes par otolithe en 3D contre environ 2 minutes par otolithe en 2D. Cette durée peut varier
en fonction de la résolution désirée et de la densité de I’otolithe. Il est recommandé d’ajuster et
d’optimiser les parametres du microtomographe en fonction de la taille de I’otolithe et des ob-
jectifs spécifiques de I’étude pour maximiser I’efficacité tout en conservant la qualité nécessaire.
L’ optimisation des parametres de la microtomographie a rayons X est cruciale pour équilibrer le
temps d’acquisition des images et la résolution des détails morphologiques. Par exemple, pour
des otolithes de grande taille ou lorsque le temps d’acquisition est une contrainte majeure, il peut
étre judicieux de réduire la durée du balayage en augmentant la taille des voxels et en diminuant le
nombre de pas de rotation. Une taille de voxel plus grande, qui correspond a une unité volumétrique
dans I’image 3D, permet de couvrir une plus grande portion de 1’échantillon par balayage, ce qui
réduit le temps total nécessaire pour scanner I’ensemble de 1’otolithe. De méme, un pas de rotation
plus petit (c’est-a-dire une rotation plus rapide entre chaque acquisition d’image) peut accélérer le
processus de capture. Cependant, ces ajustements ne sont pas sans conséquences. L’ augmentation
de la taille des voxels et la réduction du pas de rotation peuvent entrainer une perte de résolution
spatiale et de précision dans les images obtenues. Cela signifie que les détails fins, tels que les mi-
crostructures externes des otolithes, pourraient étre moins discernables, ce qui peut compromettre
I’exactitude des analyses morphométriques. Par conséquent, il est essentiel de trouver un équilibre
entre la résolution requise pour répondre aux objectifs de 1I’étude et le temps d’acquisition dispo-
nible. Pour les études nécessitant une analyse fine des structures de 1’otolithe, il est préférable de
maintenir une résolution élevée, méme si cela implique un temps de balayage plus long. En re-
vanche, pour des études ou la forme globale de 1’otolithe est plus importante que les détails fins,
une réduction de la résolution et une accélération du balayage peuvent €tre acceptables. Dans ce
contexte, I’optimisation des parametres doit toujours étre guidée par les priorités scientifiques de
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I’étude, en veillant a ne pas sacrifier la qualité des données essentielles a I’analyse. L’ utilisation de
tests préliminaires avec différents réglages de balayage peut aider a déterminer les parametres op-
timaux avant de procéder a 1’acquisition complete des données. La plupart des outils d’analyse de
forme, tels que les descripteurs de Fourier, nécessitent généralement que les objets 3D soient fermés
et continus pour pouvoir traiter efficacement les données de maillage. Ces outils sont congus pour
analyser les contours et les surfaces des objets, ce qui devient problématique lorsque des anomalies
tels que des trous, des artefacts ou des éléments isolés sont présents dans le maillage 3D. Ces ano-
malies peuvent résulter de divers facteurs, notamment des erreurs lors de I’acquisition des données,
des problemes de segmentation, ou des limitations de la résolution des microtomographes utilisés
pour capturer les structures internes complexes des otolithes. Pour résoudre ces problemes, il est
crucial d’identifier et de corriger les défauts dans les maillages 3D avant de procéder a I’analyse de
forme. Un algorithme R a été développé pour détecter ces anomalies dans les maillages, telles que
des trous, des arétes ou des sommets détachés (ou non-manifold), ainsi que des éléments non dési-
rés (artefacts) qui ne sont pas liés a I’otolithe mais qui apparaissent lors de 1’acquisition des images
(ANDRIALOVANIRINA et al., 2024c)). Pour identifier les maillages avec des trous, une approche
basée sur la caractéristique d’Euler et le genre de I’objet a été utilisée. La caractéristique d’Euler
est une propriété topologique qui aide a déterminer si un objet est fermé et sans trous en calculant
une valeur basée sur le nombre de sommets, d’arétes et de faces dans le maillage. Les maillages
avec des trous ont une caractéristique d’Euler qui differe de celle d’un objet fermé, ce qui permet
de les identifier efficacement. Une fois que les maillages avec des trous ont été identifiés, plusieurs
approches peuvent étre adoptées pour les corriger. Pour le cas ou le trou est supposé naturel (prove-
nant de la structure de I’otolithe), les maillages endommagés peuvent étre simplement supprimés.
Cependant, lorsque les trous sont supposés artificiels (provenant de probleme d’acquisition ou de
renconstruction), une reconstruction des maillages peut étre nécessaire. Cette reconstruction peut
étre effectuée en réajustant la plage de seuils dans 3DSlicer. Le réajustement des seuils permet de
combler les trous et de s’assurer que les surfaces sont continuées.

Pour traiter les artefacts isolés, qui peuvent inclure des fragments de maillage ou des particules
détachées qui ne font pas partie de I’otolithe, les fonctions du package Rvcg (R Vertex and Face
Convergence and Geodesics) (SCHLAGER, 2017) ont été utilisées. Ce package, qui est intégré a
I’environnement R, offre des outils sophistiqués pour la manipulation des maillages, y compris la
suppression des éléments isolés et le nettoyage des données pour produire des objets 3D propres et
préts pour 1’analyse de forme. L’utilisation de ces outils garantit que les maillages sont conformes
aux exigences des descripteurs de Fourier et d’autres méthodes d’analyse de forme, permettant
ainsi une évaluation précise et fiable des caractéristiques morphologiques des otolithes.

Qu’il s’agisse d’analyser des images 2D ou des formes de maillage 3D, la normalisation des
données joue un rdle crucial dans la capacité a comparer les données entre différentes entrées de
maniere cohérente et précise. La normalisation est un processus essentiel qui garantit la qualité,
la cohérence et la comparabilité des données en ajustant leur distribution par divers moyens, no-
tamment la normalisation, le centrage a zéro et la standardisation (LECUN et al.,|2012). Ces tech-
niques permettent de réduire les variations inutiles et de s’assurer que les données sont comparables
entre elles, ce qui est fondamental dans les analyses morphométriques ou des différences minimes
peuvent avoir des implications significatives. Dans I’analyse morphométrique, 1’alignement des
formes est une étape préliminaire nécessaire pour minimiser les différences de position, d’orienta-
tion et d’échelle avant de procéder a des comparaisons significatives des formes (ROHLF et SLICE,
1990; BOOKSTEIN, |1992). Cet alignement implique la superposition des formes de maniere a ce
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que les variations entre les différents échantillons soient principalement attribuées aux différences
morphologiques plutot qu’a des artefacts liés a la position ou a I’échelle. Par exemple, dans 1’ana-
lyse de forme 3D d’otolithes, des différences subtiles dans 1’orientation ou la taille peuvent fausser
les résultats de 1’analyse si les formes ne sont pas correctement alignées. L’ utilisation d’algorithmes
de procrustes généralisés, par exemple, permet de superposer les formes en minimisant les écarts
de translation, de rotation et de mise a I’échelle, garantissant ainsi que les différences observées
entre les formes sont véritablement représentatives des différences biologiques et non des artefacts
de mesure (ZELDITCH et al., 2004). Ces étapes sont particulierement utiles dans le contexte de
I’apprentissage automatique, ou des algorithmes comme les réseaux de neurones sont tres sensibles
aux écarts de grande amplitude dans les données d’entrée. En les standardisant, on peut améliorer la
convergence des algorithmes automatique et réduire les risques de sur-apprentissage, ce qui permet
une meilleure généralisation des modeles (LECUN et al., [2012). Par conséquent, ces étapes sont
non seulement vitales pour la qualité des données, mais elles accélerent également le processus
d’apprentissage et augmentent I’efficacité des inférences effectuées par les modeles. Ces processus
de standardisation et d’alignement sont essentiels pour plusieurs raisons pratiques. Tout d’abord,
ils améliorent considérablement la qualité des données pour des taches telles que le nettoyage des
données, ot il est crucial de détecter et de corriger les anomalies. Ensuite, dans le cadre du profilage
et de I’appariement des données, ces techniques permettent une correspondance plus précise des
formes et des caractéristiques morphométriques, ce qui est essentiel dans les études de diversité
et de classification des formes. En outre, ces processus facilitent la mise en correspondance des
données différentes (non standardisées), rendant possible des études comparatives a grande échelle
qui seraient autrement biaisées par des variations non pertinentes dans les données.

L’ utilisation des Ellipses Sphériques de Fourier (SPHARM), comparable aux ellipses de Fourier
pour les analyses 2D, permet d’analyser de maniere tres précise la morphologie des otolithes en 2D
et 3D a partir de la méme méthode d’extraction de I’information contenue dans la forme externe.
Comme le souligne ce chapitre, ce passage a une analyse tridimensionnelle résout les limitations
des méthodes traditionnelles et permet une caractérisation plus robuste des otolithes (DUAN et al.,
2019).

Dans un contexte plus large, cette standardisation facilite 1’utilisation de 1’apprentissage pro-
fond pour la classification automatisée (intelligence artificielle), une avancée cruciale pour 1’auto-
matisation de 1’age, qui nécessite des bases de données massives et homogenes (BENZER et al.,
2022|; POLITIKOS et al.,|2021). Le protocole développé dans cette these peut, en effet, traiter jus-
qu’a une image par seconde, surpassant de loin le temps requis par les méthodes manuelles (jusqu’a
quatre minutes par image). Une telle efficacité est essentielle pour répondre aux besoins de stan-
dardisation entre les centres de recherche qui analysent des dizaines de milliers d’images par an,
comme c’est le cas au pole national de Sclérochronologie de I’ Ifremer.

En conclusion, ce chapitre démontre les processus d’acquisition et de standardisation des images
d’otolithes (figure [I.2)). Elle sont fondamentales pour garantir la qualité et la comparabilité des
données dans les études morphométriques et les applications d’intelligence artificielle. Les amélio-
rations apportées par ce protocole ouvrent la voie a une classification plus précise et rapide, ainsi
qu’a des analyses avancées des formes externes des otolithes en 3D, qui pourront se généraliser
a d’autres domaines de la vision par ordinateur et de 1’analyse morphologique (LEE et al., [2017};
FOLMSBEE et al., 2019|; MISZTAL et al., 2020). Les analyses ultérieures réalisées dans cette these
s’appuieront entierement sur ces protocoles d’acquisition et de standardisation des données. Ces
étapes préliminaires sont essentielles pour garantir la qualité et la cohérence des données avant
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d’aborder les phases suivantes. Les travaux porteront ensuite sur la classification et 1’exploration
détaillée de la forme des otolithes, avec plusieurs axes d’étude. Parmi ceux-ci figurent 1’analyse
de I’asymétrie des otolithes, 1’identification des stocks de poissons, et la reconnaissance des diffé-
rentes especes. Ces études permettront de mieux comprendre les relations entre la morphologie des
otolithes et les caractéristiques biologiques et écologiques des poissons.
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Chapitre 2 Effet de I’asymétrie directionnelle entre otolithes
gauche et droit observé et comparé en 2D et en 3D

2.1 Introduction du chapitre 2

Apres avoir développé dans le Chapitre 1, des protocoles de standardisation pour 1’analyse des
images d’otolithes en 2D et 3D, ce second chapitre s’intéresse a I’influence de I’asymétrie bilatérale
qui peut entrainer une différence et donc un biais significatif sur les conclusions des études d”ana-
lyse morphologique des otolithes pour discriminer les stocks de poissons pour certaines especes de
poissons plats et ronds (MAHE, |2019). Cette asymétrie bilatérale individuelle se caractérise par des
formes significativement différentes entre les otolithes gauche et droit pour un méme individu.

La connaissance précise des limites des unités de stock (permettant d’identifier la taille ou I’em-
prise géographique des stocks) est essentielle a une gestion durable des ressources halieutiques,
car chaque stock réagit différemment a la pression de péche et aux mesures de gestion (BEGG et
WALDMAN, 1999]; BERG et al., 2021). Une mauvaise identification des stocks peut mener a une
exploitation excessive et compromettre la viabilité des ressources (BEGG et WALDMAN, [1999;
BERG et al., 2021)). La forme des otolithes, influencée par des facteurs environnementaux et gé-
nétiques (WILSON, [1985; MORALES-NIN, [1987; MOSEGAARD et al., [1988; SECOR et DEAN,
1989; CAMPANA et CASSELMAN, [1993|; LOMBARTE et LLEONART, |1993|; BEGG et al., [2001/;
LOMBARTE et al., 2003; CARDINALE et al., 2004); VIGNON et MORAT, 2010}; VIGNON, [2015];
MAHE, [2019)), constitue un indicateur clé pour distinguer des populations de poissons, surtout dans
le contexte des méthodes d’identification des stocks, ol I’analyse morphologique se révele moins
coliteuse que les analyses génétiques et permet donc d’utiliser souvent des nombres d’individus
tres grands par rapport aux analyses génétiques pouvant ainsi augmenter la puissance statistique
des analyses (CADRIN et al., 2014)).

De plus, la représentation 2D d’un otolithe, utilisée jusqu’a maintenant se base sur I’hypothese
que cette vue 2D est représentative de 1’otolithe 3D mais cela peut introduire un biais potentiel
dans I’analyse de sa forme, car cette projection 2D ne capte qu’un seul plan de 1’objet 3D (BIRD
et al.,|1986). Il devient donc nécessaire d’évaluer et de comparer les données en 2D et en 3D pour
identifier ce biais potentiel pour le prendre en compte dans le futur. Par ailleurs, des asymétries
observées entre les otolithes gauche et droit chez plusieurs especes ajoutent un niveau de complexité
pour la discrimination des stocks (MILLE et al.,2015; MILLE, 2015|; PALMER,2016,; MAHE et al.,
2018)). Ce chapitre se concentre ainsi sur la comparaison de 1I’asymétrie en 2D et en 3D des otolithes
du rouget barbet, espece représentative économiquement de la mer Méditerranée, afin de vérifier
si le taux d’asymétrie observé en 2D est comparable a celui en 3D des mémes individus et donc
de la robustesse de I’utilisation de la forme 2D comme proxy de la forme globale 3D (figure [2.1).
Deux études plus conventionnelles ont été réalisées et sont présentées en Annexe de cette these sur
I’asymétrie observée en 2D chez 2 especes présentes dans les eaux chaudes de I’ Afrique de I’ Ouest
(golfe de Guinée).

Ce chapitre propose ainsi d’explorer comment I’asymétrie directionnelle peut affecter la mor-
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phologie des otolithes et la précision de leur utilisation dans I’identification des limites géogra-
phiques des stocks de poissons (figure 2.1). C’est la premiere fois qu’une étude compare les résul-
tats 2D et 3D de forme de 1’otolithe pour des mémes individus chez une espece. Elle offre ainsi une
transition essentielle entre la standardisation méthodologique du premier chapitre et 1’application
de ces protocoles a des fins de recherche appliquée en écologie et gestion halieutique du troisicme
chapitre de cette these.

Rouget barbet de vase

—> axex.

>
Q
X
©

axey

FIGURE 2.1 — Analyse de I’asymétrie entre otolithes gauche et droit du rouget barbet de vase, pour
évaluer d’éventuelles différences de forme en 2D et en 3D. La comparaison des otolithes en 2D
et en 3D permet d’étudier cette asymétrie, avec pour objectif de déterminer si les deux méthodes
fournissent des résultats équivalents en termes de précision et de représentation de la forme.
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2.2 Asymétrie de la forme de ’otolithe sagittal en fonction du
coté de ’oreille interne testée sur le rouget barbet de vase
en Méditerranée (Mullus barbatus)

Larticle suivant a été publié dans la revue Symmetru en 2023. Il étudie si il existe un effet c6té
dans les otolithes d’une méme espece.
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Abstract: Sagittal otolith shape analysis is one of the most widespread techniques worldwide to
discriminate fish stock units, as this proxy integrates both environmental and genetic factors. All
previous otolith shape studies have been carried out using two-dimensional (2D) images, a partial
representation of the whole shape of the otolith. However, prior to the identification of stock unit
boundaries, the influence of other potential drivers controlling the otolith shape must be analysed
to limit their bias. In this study, the presence of asymmetry in otolith shape depending on the
inner ear side (i.e., left versus right inner ears) was tested by comparing the approaches of 2D and
three-dimensional (3D) sagittal otolith shape analyses. Eighty-two red mullet adults (Mullus barbatus)
from three locations in the eastern part of the Mediterranean Sea were studied. Fourier harmonic
descriptors computed from 2D outlines and spherical harmonic descriptors computed from 3D
meshes were used to evaluate otolith shape variation. The results of a multivariate mixed-effects
model from 2D images showed that there was no asymmetry effect of inner ear side on the otolith
shape in any location. There was, however, a significant geographical effect for the 2D otolith shape
between the Adriatic Sea and the Levantine Sea. In contrast, 3D information showed that both side
effects and geographical differences were significant. This is the first study comparing 2D and 3D
data showing different results on the same sample of red mullet. These results demonstrate the
importance of 3D otolith shape analysis for stock discrimination.

Keywords: otolith shape; Fourier analysis; 2D; 3D; effect of inner ear side

1. Introduction

The level of fishery resource exploitation remains high, with stocks fished at biologi-
cally sustainable levels falling from 90% to 65.8% between 1974 to 2017 [1]. A fish stock unit
(called “stocks” in this study) is defined by all individuals presenting similar phenotypic
and genetic compositions [2—4]. Around 59.6% of fisheries stocks are at the maximum
sustainable level of exploitation; however, the global catch trend has been relatively stable
since 1980 [1]. In 2020, 52% of stocks caught by French vessels were healthy fish stock
or sustainable (9% of stocks were healthy fish stock in 2000) [5]. Efforts to implement
fishery management measures and research developments on fish stocks and resources
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have enabled these advances in sustainability. The effectiveness of fishery management
depends on the correct delineation of the stocks, which is a prerequisite for the study of
the dynamics and structure of fishery management units [3,4,6-8]. Each stock responds
differently to fishing pressure and management measures. Misidentification of stock units
can lead to poor management results, increasing overfishing risks [9,10]. In addition, these
stocks are considered the basic unit for evaluation of fishery resources and their sustainable
levels of exploitation [1,11-13].

There are several methods to define fish stocks [14], including genetic markers [15,16],
natural markers such as parasites [17-19], growth rates and fatty acids in tissues [20], life
history traits, external tags, or microchemistry [4,6]. Sagittal otolith shape and microchem-
istry are widely used proxies for stock identification in many fish species, employed either
separately or in combination [4,6,14,21]. Otolith shape is a very efficient tool to identify
the stock structure of fishes [14], as it results from a combination of environmental condi-
tions [22-27], genetic heritage [8,26-32], and ontogenetic evolution [8,33,34]. Additionally,
variations in the shape of otoliths between the inner ear can provide interspecific [35] and
intraspecific [36] fish differentiating.

The otolith is a calcified structure located in the vestibular system of the inner ear.
Otoliths are metabolically inert structures, i.e., they cannot be altered or generally re-
sorbed [37]. The primary research use of the otolith is to provide the age data necessary for
age-structured models. Since Reibisch (1899) [38], many studies have used otoliths as tools
in fishery sciences. These structures are regarded as natural archives, meaning that past
environmental and climatic information, together with the life history of the individual,
are recorded permanently [26,39].

Recent advances in image analysis, processing, and free libraries [40] have reinforced
the use of otoliths for fish research. Importantly, otolith shape analysis is much less costly
than genetic analysis for stock identification purposes [6]. The main method used to
describe the shape of an otolith is standardized elliptic Fourier analysis, which integrates
the real external outline [14]. Otolith shape is generally extracted from the two-dimensional
(2D) images [41], but a 2D image represents only one projection plane of a three-dimensional
(3D) object. A potential bias could therefore exist due to the object position during 2D
acquisition. Consequently, the comparison of 2D and 3D data needs to be performed in
order to estimate this potential bias. Several previous studies have used otolith weight
as an estimator of shape proxy [42—47], but otoliths can have different shapes for a given
weight. However, stock discrimination using the 3D shape of the otolith has not yet been
performed. Studies on the 3D otolith have been focused on scans and/or extraction of
otolith shape in three dimensions [48-52], and on understanding the functional role and
evolution of the inner ear and the otolith with sound effects [53-56].

In contrast to flatfish, roundfishes generally show no asymmetry between left and
right otoliths, caused mainly by the developmental canalization process [8,57]. Some of
those studied species do, however, have a significant difference between the left and right
otolith shapes [8,58,59]. Such differences could lead to misidentification of stock, as shown
in the Mediterranean Sea for bogue (Boops boops Linnaeus, 1758) [60]. For red mullet (Mullus
barbatus Linnaeus, 1758), only one study has been carried out in the gulf of Lions (North-
West of Mediterranean Sea), where 2D analysis showed that the left and right otoliths are
symmetrical [57].

The aims of this paper are (1) to test the potential bias of inner ear side differences
in comparing left and right inner ear sagittal otoliths of the specimens between 2D and
3D approaches, and (2) to compare morphological variation of otoliths according to the
geographical effect (i.e., boundaries of the stock units) analysed in two and three dimen-
sions. The case study species is the red mullet (Mullus barbatus), which is one of the main
commercial fish species in the Mediterranean Sea [61].
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2. Materials and Methods
2.1. Sampling

Sampling was carried out during the Mediterranean International Trawl Survey (MED-
ITS survey) from 2019 [62]. Eighty-two fish were sampled, distributed over three geograph-
ical sub-areas (GSAs defined by the General Fisheries Commission for the Mediterranean,
GFCM) in the eastern part of the Mediterranean Sea: 29 individuals in the Adriatic Sea
(GSA-18c), 30 individuals in the Aegean Sea (GSA-22b), and 23 individuals in the Lev-
antine basin (GSA-27b) (Figure 1). To minimize any ontogenetic effect on the otolith
shape, all individuals were selected in the total length range between 141 and 212 mm
(mean = 167 + 16 mm), corresponding to young mature fishes. Both left and right whole
sagittal otoliths were collected for each individual. The otolith extraction was performed
by an experienced person to prevent breaking. The otoliths were carefully cleaned and
transported to the laboratory using micro-tubes to avoid damage and/or dirt.

Figure 1. Fish sampling distribution in Mediterranean Sea in red areas; numbers correspond to the
General Fisheries Commission for the Mediterranean GSA and letters to the subdivision of GSA.

2.2. Two-Dimensional Outlines and Three-Dimensional Surfaces

Prior to image acquisition, sagittal otoliths were cleaned in water. A binocular mi-
croscope (Leica MZ6, Leica Microsystems, Wetzalar, Germany) was used to acquire the
calibrated images with 1.6 magnification (SONY XCD-U100CR Camera, Sony, Tokyo, Japan)
under reflected light. An R algorithm was developed to standardize all otolith images [63].
This algorithm consists of several steps: similar orientation and binarization, application of
mirror effect to the right otolith images (Figure 2), and outline extraction of binarized images.

Acquisition of 3D sagittal otolith images was carried out with an X-ray microtomo-
graph. Two-dimensional X-ray images of the otolith were acquired at different angles (with
regular rotation step from 0° to 180°) expressing differences in density between the otoliths
and the air. Supplementary Table S1 shows the scan parameters used in this study with
uCT Skyscan 1174 (Bruker, Kontich, Belgium), with 800 pA intensity, 50 kV of tension, and
29.2 um of voxel size.
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Figure 2. (A) 2D image with left and right inner ear side otoliths; (B) 3D volumes with left otolith
in inner and outer face with six landmarks (red points, 1 on the rostrum, 2 on the postrostrum, 3 at
the end of dorsal, 4 at the tip of ventral, 5 on the middle of outer face of the otolith, 6 on top of the
sulcus acusticus).

Then, reconstruction was performed with Nrecon software (Bruker, Kontich, Belgium)
to transform the X-ray images into virtual slices. Fiji software was used to compress
and combine images into a single file (.nifti) while preserving the image properties. A
segmentation was finally performed with 3D Slicer to extract the otolith isosurfaces as 3D
meshes. A mirror transform was also applied to the right otoliths.

Six landmarks were digitized on the sagittal otolith meshes using digit3DLand [64]
(Figure 2). Those landmarks will be used in the Spharm analyses [65] (Matlab functions
using the Spharm analysis has been translated to R language) to pre-align the meshes.

2.3. Two-Dimensional and Three-Dimensional Extraction of Shape Information

Elliptic Fourier analysis [66,67] was performed on the outlines of each otolith in order
to analyse them in 2D. Momocs R-package version 1.3.2 [68] was used to compute all the
elliptic Fourier descriptors (EFDs) from the otolith contours. To standardize the outlines, a
constant number of points was taken with the same distance between the points (1 = 200;
coefficients may be biased if the number of points per contour is different). Each contour
was described by the signals given by the parametric functions x(©) and y(©) [68], passing
through all points from the same starting point of the otolith (on the rostrum). For each
otolith, the first 99 elliptical Fourier harmonics (H) were extracted, normalized to the
first harmonic, and made invariant to otolith size, rotation, and starting point of contour
description [66]. The cumulated Fourier Power (F) for each individual otolith was calculated
as a measure of the precision of contour reconstruction obtained with n harmonics (i.e.,
the proportion of variance in contour coordinates accounted for by the n; harmonics) to
determine the number of harmonics required to reconstruct the otolith outline:

M A? 4 B? + C? 4 D?
Fug =Y ——— @

i=1

where A;, B;, C;, and D; are the coefficients of the Hi harmonic. F(n;) and 1 were calculated
for each individual otolith k to ensure that the contours were reconstructed with a precision
0f 99.99% [67]. The maximum number of harmonics, n = max(ny) across all otoliths, was
then used to reconstruct the contours of each individual otolith and all the 2D analysis.
To extract the 3D Fourier coefficients, the Spharm analysis with Matlab function was
coded in the R language. First, the surface of each mesh was described using three param-
eterized variables, x(©, @), y(©, ®), and z(0, ®) [69] (as shown in Figure 3). Next, each
mesh was mapped onto a reference unit sphere using the CALD spherical parameterization
algorithm [70]. In order to make the surfaces homologous between otoliths, the meshes
were registered using six landmarks. A global average shape for each side (left or right)
was calculated iteratively, and all individuals were aligned to this reference shape. Finally,
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the spherical Fourier coefficients were calculated from the otoliths mapped onto a sphere
and aligned using the six homogenous points. The standardization process for all of these
methods involved using 502 vertices per otolith, with 1000 triangles with 325 decimations,
11 harmonics (or degree), and 4 icosahedral subdivisions.

A

o
m

y(6.4)
z(0,0)

| X064

Figure 3. 3D object shape described by three spherical functions x(6, ®), y(©, ®), and z(©, ®) (made
by [69]). (A) A sample object surface (i.e., a bowl), (B) its mesh representation, (C) its spherical
parameterization, and (D-F) three spherical functions that describe the bowl. Coloured dots show
the mappings among the object surface, the parameterization, and the three spherical functions.

2.4. Statistical Analysis

The Euclidean distance (Ed) [68] was calculated on both the 2D and 3D EFDs to mea-
sure the difference in otolith shape between the left and right inner ear of each individual:

n
Ed = | Y (left.signal; — right.signal,)* )
i=1

where 7 is the number of signals, the distance between each left and right otolith sig-
nal was calculated. An average of these distances was then calculated per geographical
location (GSA).

Two steps were processed in order to analyse how 2D or 3D otolith shapes depend
on inner ear side or fish location. Firstly, Principal Components Analysis (PCA) was
applied to the EFDs matrix from 2D and 3D images of the otolith [71]. Significant principal
components (PCs) were then selected as otolith shape descriptors according to the broken
stick model [72]. The method was based on the assumption that the distribution of the
variance is random, and the components were selected in order of their contribution to
the total variance [72]. The significant PCs are those that exceed the expected value of
the variance based on the random distribution. This procedure allowed decreasing of
the number of variables used to describe otolith shape variability while ensuring that
the main sources of shape variation were kept, and to avoid co-linearity between shape
descriptors [71]. This technique allows the main sources of variation in shape to be retained.
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Secondly, a multivariate mixed-effects model was used to test the inner ear side (SI)
and geographical zone (GSA) effects on the shape of the otolith in 2D and 3D analysis (O,
i.e., the matrix of selected PCs):

O ~ &g+ a1SI + apGSA + a3SL.GSA )

where side effect (SI) and geographical effect (GSA) and their interactions were considered
fixed effects (only the slope has been tested, not the origin), while individual was considered
a random effect on the slope. The analysis of variance (ANOVA) was performed using
the mixed-effects model and generates a statistical test known as “Chi-square” (or x2).
This statistic measures the difference between the estimated variance of the random effects
of the model and the residual variance (or error). A pairwise test was performed on
the geographical location to determine if there were any shape differences between each
GSAs. Statistical analyses were performed using the following packages in the statistical
environment R [40]: “abind’ [73], ‘car” [74], ‘digit3DLand’ [64], ‘effects’ [75], ‘ggplot2’ [76],
‘Ime4’ [77], ‘Matrix’ [78], ‘Momocs’ [68], ‘nlme’ [79,80], ‘pracma’ [81], ‘rgeos’ [82], ‘rgl’ [83],
‘Rvcg’ [84], ‘sp’ [85], “‘vegan’ [86].

3. Results

The acquisition of 2D images took about two minutes per otolith, while the acquisition
time was about 11 min per otolith for 3D images. In addition, image analysis time was
two minutes and four minutes per otolith for 2D and 3D images, respectively. However, it
should be taken into account that these calculation times depend on the performance of the
3D scan device and computer used.

The first 33 harmonics were used in 2D images on EFDs analysis, and 11 harmonics in
3D images. After performing PCA on the EFDs mentioned earlier, the broken-stick model
was used to select 24 and 15 PCs in 2D and 3D, respectively. This approach helped to retain
the main sources of variation in shape by reducing the number of variables used. In 2D
analysis, 24 PCs explained 72% of the total variance of the otolith shape, whereas in the 3D
EFDs, 15 PCs explained 68% of the variance.

Table 1 showed the results of the multivariate mixed-effects models from 2D and
3D analysis.

Table 1. Results of multivariate mixed-effects models on the otolith shape matrix O.

Response Explanatory 2 g

Type of Data Variable Variable X Df p-Values
2D PCs PCs 436,088.849 24 <0.001 ***

PCs:SI 27.216 24 0.290
PCs:GSA 921.882 48 <0.001 ***

PCs:SI.GSA 66.359 48 0.087

3D PCs PCs 0.289 15 0.134
PCs:SI 42.967 15 <0.001 ***
PCs:GSA 83.682 30 <0.001 ***
PCs:SI:GSA 67.176 30 <0.001 ***

*** highly significant effect.

The model showed that there was no significant effect of inner ear side (left/right, SI)
on the otolith shape in 2D (x* = 27.216, p-value = 0.290 with Anova). Two-dimensional
analysis showed a significant geographical effect (i.e., GSA) on the otolith shape. For 2D
otolith shape, the side effect increased from the central area to the eastern part of the
Mediterranean Sea (Figure 4). The difference in shape between the left and right inner ear
otoliths was relatively consistent for the red mullets located in the west (18c) and centre
(22b), while the specimens in the eastern GSA (27b) exhibited a greater difference than
those in the other two sub-areas (Figure 4). The pairwise test showed that all geographical
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locations had a significant difference between them (p-value < 0.001 for all with Anova).
However, there was no significant interaction of side (SI) with sub-areas (GSA) on the shape
of the otolith in 2D analysis (x?* = 66.359, p-value = 0.087 with Anova).

GSA-18c GSA-22b

GSA-27b

— left
— right

Figure 4. Average difference between the left and right otolith by geographical location of red mullet
in a 2D image with Euclidean distance.

The model for the 3D analysis of the shape showed that the side effect (SI) had a
significant effect on the shape (x? = 42.967, p-value < 0.001 with Anova). The results from
the 3D analysis also indicated a notable influence of geographic location on the shape of
the otolith (x? = 83.682, p-value < 0.001 with Anova). There was a significant interaction
between the inner ear side (SI) and the geographical location (GSA) on otolith shape
(x? = 67.176, p-value < 0.001 with Anova). This interaction was observed through both ther
Euclidean distance visualization (Figure 5) and the pairwise comparison tests. Specifically,
the comparison between the left and right inner ear otolith shapes indicated a similar
value for the western (18c) and central (22b) sub-areas, while the eastern geographical
location (27b) exhibited a smaller difference compared to the other sub-areas (Figure 5).
This trend was also confirmed by the pairwise test, as the western and central geographical
locations showed no significant difference (x?* = 24.457, p-value = 0.067 with Anova), while
the eastern sub-area exhibited significant differences compared to the other two sub-areas
(p-value < 0.001 for both with Anova).
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Figure 5. Average difference between the left and right otolith of red mullet by location in a 3D image.
The right otolith is set here in the same orientation as the left one, and its colour shows its shape
difference between both left and right otoliths (blue area = no difference, red area = very significant
differences; Ed = Euclidean distance).

4. Discussion

Various techniques have been developed to discriminate stocks, including genetic
analysis, analysis of biological markers, and otolith shape analysis (e.g., [6,87-91]). Otolith
shape is species-specific [35] and can indicate intra-specific [36] geographic differences,
making it a commonly used tool for delimiting stocks. However, to date, otolith shape
has only been extracted from 2D images, which do not take into account the whole shape.
Multivariate approaches, such as Fourier, wavelet transform, and geometric morphometric
analysis, are commonly used to investigate otolith outlines [14,92-95]. In this study, EFDs
computed from 2D outlines and Spherical EFDs computed from 3D meshes were used to
compare otolith shape, because this is an efficient method for describing the variation in the
shape contours [96] without bias from the information extraction. For 3D shape analysis,
other methods are often used with landmarks, but for the sagittal otolith, the Spherical
EFDs were found to be relevant for extracting shape information from a closed 3D object.

Only nine otolith studies have been identified to date using 3D data, and these studies
have only been conducted since 2014. Most of these studies have all focussed on otolith
scanning methods [48-52]. The present study continues in this direction, analysing the
signals from these 3D scans. Other 3D imaging studies have focused on the role of the
otolith within the fish, including hearing [53,55,56] and the roles and evolution of the
otolith throughout the life of the fish to better understand the ontogenetic effect [54]. To
date, however, no 3D studies have investigated the influence of factors that control the
shape of the otolith. In this paper, the EFD database from 2D and 3D otolith shapes was
used to test the effect of inner ear side (left/right) and the stock structure within the
red mullet in the Mediterranean Sea. This first approach, using only three geographical
locations to discriminate the stock units, aimed to show whether EFDs from 3D images
can be used as a tool to identify stock units in the same way as EFDs from 2D images.
This study showed that these spherical EFDs from 3D data can be an efficient method to
discriminate fish stocks. The geographical effect on the 2D and 3D approaches showed
similar results, with significant differences among these three GSAs from the Adriatic Sea to
the Levantine Sea. However, while the 2D analysis revealed significant differences between
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all sub-areas (GSAs), the 3D analysis indicated that GSAs 18c and 22b were similar to each
other, but different from GSA 27b. This finding was also supported by visualizing the
Euclidean distance between the left and right inner ear otolith shapes in both 2D and 3D
analysis. Specifically, red mullets from GSAs 18c and 22b exhibited small differences in
otolith shape between the left and right inner ears, while those from GSA 27b showed
significant differences compared to the other two GSAs. This suggests that the 3D analysis
retained more information than the 2D analysis. Visually and using simple Euclidean
distance calculations in either 2D or 3D, GSA 27b stood out from the other two GSAs
(18c and 22b). However, the 2D model failed to demonstrate this division through shape
analysis of the otolith. The previous study on the EFDs corroborated this same division
of red mullet in Mediterranean Sea, which identified several differences in otolith shape
linked to the sampled geographical areas (Gulf of Lions, Aegean Sea and Black Sea [97]).
Moreover, a recent study on the European hake (Merluccius merluccius Linnaeus, 1758)
identified the same boundary of two stock units (i.e., Central Mediterranean Sea and
Eastern Mediterranean Sea) that separated the Adriatic Sea (GSA 18c and 22b in this study)
and the Eastern Mediterranean Sea (GSA 27b in this study) [21]. Analyses of the stock
structure of red mullet could be expanded in the future by adding other geographical areas
to these three GSAs.

The side effect (i.e., the difference in shape between the left and right otoliths of an
individual fish) was tested, and the results of this study showed that this factor is significant
for the 3D otolith shape, while it was not found to be significant for the 2D otolith shape.
This result suggests that the accuracy of the 2D outline was not sufficient to detect the
differences observed in the whole otolith shape (i.e., 3D otolith shape). The 2D image is
just one projection plane of the 3D image (i.e., with a 3D image, multiple 2D images can be
generated from different projections). While a difference in shape was noticed between the
left and right inner ear otoliths in this projection, Figure 5 (in the results section) showed
that differences can be found throughout the whole otolith, not just at the edge as seen
in 2D projection plane (as shown in Figure 4 in the results section). In fact, the most
significant differences were found in parts of the otolith that cannot be illustrated in 2D
projections. This is the first study combining 2D and 3D otolith shapes, and so this result
should be tested for other species for which the 2D data show no asymmetry. Additionally,
the spherical EFDs analysis showed that the interaction between geographical and inner
ear side effects was significant. Consequently, the difference between the shapes of the
left and right otoliths observed in 3D space could significantly change the stock structure,
as observed in the 2D analysis of bogue in the Mediterranean Sea [60]. Generally, for
roundfish, left and right otolith shapes are symmetrical in 2D space (i.e., no significant side
effect, [44,57,94,98-100]). In roundfish, it is therefore expected that no asymmetry is the
norm and is maintained through homeostatic processes [101]. Asymmetry is often linked to
stress and/or variations in the environment, and is viewed as a marker of developmental
instability [102,103]. For red mullet, otoliths do not show asymmetry from 2D analysis [57]
as corroborated by this work from 2D data. This same study of the otolith shape from
3D data showed a significant asymmetry between left and right otoliths in this species.
Consequently, it is possible that this new 3D approach may show that many species
are ultimately asymmetrical, and that this asymmetry has been underestimated by the
2D approach.

The significant effect of the inner ear side that was found using 3D analysis, but not
2D, could lead to inaccurate stock unit identification (i.e., significant interaction between
geographical and side effect). As bogue in the Mediterranean Sea and common sole (Solea
solea Linnaeus, 1758) in the eastern English Channel and the southern North Sea showed
potential boundary separation according to the mean level of bilateral asymmetry in 2D
analysis [104], this approach could be developed from 3D data with greater accuracy
than previously obtained by 2D images. It is currently unclear whether the variation in
directional asymmetry of otolith shape across geographical locations is due to adaptive or
passive phenotypic plasticity, or adaptive or neutral genetic differentiation. This study has
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revealed that there is a greater difference between left and right otolith shapes in sub GSA
27b, which is located in the east of the Mediterranean in the Levantine basin. This difference
in shape was also observed in the European hake in the same area [21]. This could indicate
that the European hake and red mullet are particularly affected by environmental or other
factors that are driving this difference in shape. Otolith shape asymmetry, whether it is
fluctuating or directional, can lead to dysfunction of the vestibular sensing system [105].
It can also impact the fish’s ability to process sound and self-orient [106], and influence
its swimming patterns [105,107,108]. Currently, however, there is currently no known
advantage to otolith asymmetry, which suggests that it may be non-adaptive, regardless of
its origin (plastic or genetic).

In addition to providing more detailed and accurate information about the shape and
structure of otoliths, the use of 3D imaging and analysis can also have important implica-
tions for stock identification. Furthermore, 3D analysis can also be used to investigate the
surface texture and microstructure of the otolith, which can provide additional information
about the fish stock of origin. This extra information can be used to identify different stocks
of fish that may have similar otolith shape but different surface texture and microstructure.
The analysis of the shape of the otolith from a 2D image represents only the outline of
the otolith on a single projection plane, while 3D images have several projection planes.
The sulcus acusticus (cavity on the inner side of the otolith, which connects the otolith
to the sensorial macula, [109]) cannot be described in a 2D image, whereas it can with
3D analysis. The projection described by Gongalves et al. [110] was mainly used in 2D
shape analysis to identify stocks, but it cannot be used to analyse the sulcus acusticus.
Previous studies have attempted to examine the size and shape of this part of the otolith
using 2D shape analysis [111-113]. However, these approaches have limitations, as they
do not take into account the depth of this structure. In contrast, 3D analysis provides a
more comprehensive view of the sulcus acusticus by enabling the extraction of both depth
and volume measurements. This additional information can provide a more complete
characterization of otolith shape, which can in turn aid in distinguishing between different
fish species or populations. All other shape microstructures, either on the inner or outer
side of the otolith, can be analysed with 3D images. Not all shape microstructures may be
important for all cases, however, and the added complexity of 3D imaging and analysis
may not be necessary depending on the research question.

It is important to note the difference in processing time between 2D and 3D imaging
and analysis, with 3D taking longer than 2D, which may be a factor to consider in choosing
the best method of shape analysis. This study has shown that 3D analysis provides more
detail on the shape of the otolith because the results differ between the average shape for
each analysis. It should also be noted that the method used (i.e., spherical EFDs) has errors
in 3D, especially for unclosed meshes [69]. These images could not be processed because
they cannot be mapped onto a sphere, hence why the number of samples for each GSA
is different.

The 3D analysis of sagittal otoliths provides a new dimension to the shape analysis
method, but still remains to be optimised (time-consuming, issues with otoliths with holes
or non-manifolds). From this study, however, stock delimitation for the red mullet is
possible by using the effect of 3D otolith asymmetry between inner ear sides, and could be
further improved by adding more geographical locations to test the variability within and
between stock units. To further improve the accuracy and precision of stock identification,
multiple methods of analysis should be incorporated with 3D analysis, such as genetic
analysis, otolith microchemistry, and stable isotope analysis. Several studies [14,21] have
used 2D analysis and have reported successful results using this approach. Additionally,
incorporating environmental data such as temperature, salinity, and dissolved oxygen
levels can provide a better understanding of the environmental factors that may influence
the distribution and migration patterns of fish stocks. It is also recommended to analyse
otoliths from different life stages of fish, including larvae and juveniles, in addition to
adults, to gain a more comprehensive understanding of stock structure and dynamics.
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Lastly, it is important to collect and analyse a large number of otolith samples from different
locations and time periods to increase the statistical power of the analysis and reduce the
potential for bias. By incorporating these suggestions, the accuracy and precision of stock
identification can be improved, which can ultimately lead to better fisheries management
and conservation efforts.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/sym15051067/s1, Table S1: Scan parameters on the uCT Skyscan
1174 (Bruker).
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2.3 Synthese du chapitre 2

Ce chapitre a exploré les différences de forme entre les otolithes droits et gauches du rouget
barbet de vase en utilisant des analyses en 2D et en 3D, révélant ainsi une asymétrie significative
en 3D qui n’apparaissait pas en 2D (figure 2.2). Alors que I’analyse 2D est couramment utilisée
pour délimiter les stocks de poissons, elle peut sous-estimer 1’importance des asymétries de forme
en raison de sa limitation a une seule projection sur un plan 2D. Les techniques de description de
la forme telles que les approches de Fourier et les analyses morphométriques géométriques sont en
effet efficaces pour analyser les contours des otolithes en 2D, mais elles ne capturent pas la totalité
de la morphologie de ces structures tridimensionnelles (PAWSON et JENNINGS, [1996|; PONTON,
2006/; DUARTE-NETO et al.,[2008|; NASREDDINE et al.,|2009); BENZINOU et al.,[2013|; CADRIN
et al.,2014;; PITA et al., 2016; MAPP et al., 2017|; ICES, 2024). Cette limitation de la 2D justifie
donc I’usage de la 3D, plus représentative, pour des analyses plus précises dans I’identification des
unités de stocks.

L’analyse 3D pourrait ainsi révéler des asymétries insoupgonnées, notamment en montrant des
différences dans les formes entre otolithes droits et gauches, que 1’analyse 2D ne permet pas d’iden-
tifier avec précision. Des sections importantes de I’otolithe, telles que le sulcus acusticus, ne sont
pas visualisées dans les projections 2D, limitant la compréhension des asymétries de forme sur des
structures internes profondes (DUNKELBERGER et al., [1980|; TORRES et al., 2000; GONCALVES
et al., 2017); CHOLLET-VILLALPANDO et al., 2019|; D’IGLIO et al., 2023). Les asymétries si-
gnificatives détectées en 3D se concentrent relativement au niveau du sulcus acusticus (partie de
I’otolithe connectée au cerveau), une structure essentielle pour la fonction auditive et 1’orienta-
tion des poissons. Cette observation contraste avec 1’analyse 2D, qui n’a pas permis de mettre en
évidence ces différences, probablement en raison de ses limitations a capturer des détails morpho-
logiques complexes. Par ailleurs, 1’analyse 3D permet d’explorer des caractéristiques de texture et
de microstructure, importantes pour 1’identification des stocks lorsque 1’aspect global de la forme
est semblable entre des populations différentes.

Les études récentes montrent que 1I’asymétrie détectée pourrait refléter des réponses aux va-
riations environnementales et des indices de différenciation génétique (ZITEK et al., 2014]; MAPP
et al., 2016; MARTI-PUIG et al., [2016/; VASCONCELOS-FILHO et al., [2019|; QUINDAZZI et al.,
2022). En particulier, des études utilisant les EFDs sphériques en 3D (Elliptic Fourier Descrip-
tors pour objets tridimensionnels fermés) se sont révélées utiles pour extraire des informations
plus complétes de la structure de ’otolithe, permettant une meilleure différenciation des stocks
(CADRIN et FRIEDLAND, 1999). Les résultats montrent que 1’analyse 3D offre des distinctions géo-
graphiques non apparentes en 2D : par exemple, alors que I’analyse 2D indiquait des différences
significatives entre tous les sous-zones géographiques étudiées de la mer Méditerranée (appelée
GSAs), 'analyse en 3D a révélé des similarités inattendues entre certaines d’entre elles, comme
GSAs 18c et 22b, mais une différenciation plus nette avec la GSA 27b, située en mer Méditer-
ranée orientale (MORAT et al., 2012|; MORALES-NIN et al., 2022)). Ce type d’asymétrie pourrait
indiquer des variations environnementales importantes dans cette région, confirmées par des résul-
tats similaires en 2D obtenus chez le merlu européen (Merluccius merluccius) dans la méme zone
(MORALES-NIN et al.,2022).

En conséquence, les résultats de ce chapitre montrent que les asymétries sont significatives en
3D mais non significatives en 2D. Il est essentiel de prendre en compte cette différence pour opti-
miser 1’identification et la bonne gestion des stocks. Cette asymétrie observée en 3D pourrait avoir
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un impact sur des fonctions biologiques vitales, telles que 1’orientation et I’audition des poissons
(BEIER et al.,2002; HILBIG et al., 2011)). Cela souligne I’'importance d’une approche en 3D plus
généralisée pour de futures études sur les otolithes, non seulement pour le rouget barbet de vase,
mais également pour d’autres especes de poissons chez lesquelles I’analyse 2D n’a pas montré
d’asymétrie significative. Les 2 études réalisées (voir Annexe de cette these) sur 1’asymétrie ob-
servée en 2D chez 2 especes présentes dans les eaux chaudes de I’ Afrique de 1’Ouest (golfe de
Guinée) ont montré que dans ces mers chaudes, il pouvait y avoir aussi une asymétrie entre la
forme des otolithes gauche et droit des mémes individus. Ces résultats montrent que 1’asymétrie
bilatérale peut étre observées chez beaucoup d’especes (MAHE, 2019) mais aussi dans beaucoup
d’environnements tres différents.

En couplant les analyses 3D a d’autres méthodes, comme I’analyse génétique, la microchimie
des otolithes et/ou I’analyse isotopiques, il est possible d’améliorer I’exactitude de la délimita-
tion des stocks et la compréhension de leurs réponses aux conditions environnementales locales
(MORALES-NIN et al.,2022/; ICES, 2024).

Enfin, cette approche pourrait étre étendue a d’autres régions géographiques, incluant divers
stades de vie des poissons (larves, juvéniles, adultes), afin de renforcer les efforts de conservation
et de gestion des péches a I’aide d’une méthodologie de différenciation des stocks plus robuste et
exhaustive.
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Rouget barbet de vase

Présence d'asymeétrie
en fonction de I'environnement
Otolithe gauche Otolithe droit

Présence
d'asymétrie ’ ’

Asymeétrie

Otolithe gauche Otolithe droit

Absence
d'asymétrie

. Nombre de
dimensions

2 dimensions 3 dimensions

FIGURE 2.2 — Syntheése des résultats sur la présence d’asymétrie en 2D et en 3D. En 3D, une
asymétrie est détectée entre les otolithes gauche et droit, visualisée par des différences de forme
entiere surtout au niveau du sulcus acusticus. En 2D, I’absence d’asymétrie est mise en évidence
par les formes des otolithes gauche et droit, montrant des contours relativement dissimilaire mais
ce n’est pas la forme complete de 1’otolithe.
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Chapitre 3 Identification et comparaison de la structuration
des stocks de poissons a partir des formes 2D et 3D des otolithes
et des parametres physico-chimiques environnementaux

3.1 Introduction du chapitre 3

Le chapitre précédent a posé les bases théoriques et méthodologiques relatives a 1’identification
des stocks halieutiques a partir de la forme des otolithes, en mettant en lumiere 1’importance de
prendre en compte d’autres effets pouvant modifier la forme de I’otolithe avec I’asymétrie bilaté-
rale entre les otolithes droit et gauche. Ce chapitre 2 a montré aussi I’importance d’utiliser la forme
3D et pas que la représentation 2D de 1I’otolithe.

Ce chapitre 3 reprend donc la comparaison des données 2D et 3D pour identifier les stocks et
compare ces 2 approches aux données extraites de modeles physico-chimiques environnementaux.
Ces analyses ont pour but d’évaluer le potentiel biais d’utilisation des données uniquement en
2D pour discriminer les stocks mais aussi de comprendre le gain de précision des résultats en
utilisant les données de forme 3D des otolithes. Le dernier objectif de ce chapitre est d’étudier
si les limites de stocks observés par la forme des otolithes sont comparables a celles obtenues
a partir des parametres physico-chimiques environnementaux analysés seuls. Toutes ces analyses
sont réalisées sur le rouget barbet de vase en mer Méditerranée et donc dans un contexte tres
différent, une identification des potentiels stocks de poissons concernant 9 especes a été réalisée sur
les cotes de I'1le de La Réunion (Océan Indien Ouest). Cette étude plus conventionnelle n’utilisant
que des données de forme en 2D a pour but de montrer si a une échelle spatiale treés petite, des
stocks/ unités de gestion pouvaient €tre différentiés chez certaines especes.

L’analyse des formes 2D des otolithes devient aujourd’hui un outil de plus en plus répandu
pour la discriminer des stocks halieutiques. La gestion durable des péches repose sur la définition
précise des limites des stocks, permettant d’ajuster les stratégies de péche en fonction des dyna-
miques propres a chaque unité (CADRIN et al., 2014). Or, toute erreur dans la délimitation des
stocks peut entrainer des conséquences graves pour la durabilité des ressources (SHERMAN et al.,
2005). Ce chapitre aborde les délimitations en prenant en compte des parametres biologiques et en-
vironnementaux. Cependant, en mer, notamment dans les zones cotieres de La Réunion, les stocks
peuvent étre complexes et mal définis a cause de leur petite taille géographique et de la diversité
des habitats, ce qui rend ’identification des limites des stocks encore plus délicats. Cette question
devient centrale dans ce chapitre, si les techniques d’analyse des otolithes en 2D peuvent apporter
une réponse claire a cette problématique.

Les deux premieres questions abordées dans ce chapitre se focalisent sur la comparaison des
limites des stocks définis par les méthodes 2D et 3D pour le rouget barbet de vase en mer Mé-
diterranée. A cette fin, nous nous appuyons sur des recherches récentes montrant que 1’analyse
tridimensionnelle des otolithes peut offrir une vue plus complete de la structure des populations, en
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dévoilant des informations non-identifiées dans les analyses en 2D (ZITEK et al.,2014). Le passage
de la 2D a la 3D dans I’analyse des otolithes permet ainsi d’affiner les délimitations des stocks et
de mieux comprendre leur dynamique. Toutefois, 1’efficacité de ces approches et la pertinence des
classifications proposées, notamment par des méthodes supervisées ou non supervisées, demeurent
des questions centrales a explorer. Cette réflexion est prolongée par une interrogation sur 1’effica-
cité comparée des différentes méthodes de classification, en particulier entre I’analyse des formes
en 2D et 3D. Les méthodes classiques, telles que 1’analyse en composantes principales (PCA), ont
été largement utilisées pour caractériser les otolithes (CADRIN et al.,|2014). Cependant, des tech-
niques plus récentes, comme le clustering hiérarchique ou les foréts aléatoires (Random Forest),
pourront peut-étre proposées de nouvelles approches pour une identification plus précise et plus
rapide des stocks. Ce chapitre s’inscrit ainsi dans une démarche visant a optimiser les outils de ges-
tion halieutique, en testant I’efficacité comparative des méthodes actuelles d’analyse des otolithes
a macro-échelles spatiales.

Ce chapitre approfondit les questions liées a la variation de la forme des otolithes au ni-
veau d’une espece (niveau intraspécifique) en identifiant leur potentiel pour délimiter les stocks
a des échelles géographiques trés différentes (figure [3.1). La comparaison des méthodes en 2D
et 3D, ainsi que des techniques de classification associées, constitue un axe majeur pour délimi-
ter les stocks qui est une question préliminaire essentielle pour améliorer la gestion durable des
péches, particulicrement dans des régions aux contextes écologiques et socio-économiques com-
plexes comme La Réunion et la Méditerranée.

Micro-échelle spatiale
lle de la Réunion

Macro-échelle spatiale
Mer Méditerranée

- Délimitation des stocks
u rouget barbet de vase ?

!

Délimitation des stocks Efficacité des Délimitation des stocks
- 5 2D=3D ? classifications par l'environnement
de 9 espéces demersales non supervisées versus la forme
et supervisées ? de I'otolithe ?

FIGURE 3.1 — Délimitation de stock en micro et macro-échelle géographique en utilisant la forme
des otolithes. La partie gauche, c’est la délimitation de stock a micro-échelle spatiale autour de I’1le
de la Réunion sur 9 especes de poissons démersaux en utilisant la forme 2D de leurs otolithes. La
partie droite, c’est identification de stock du rouget barbet de vase a macro-échelle géographique
en mer Méditerranée en comparant les délimitations des analyse 2D et 3D sur les classifications
supervisées et non supervisées ainsi qu’avec les parametres environnementaux.
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3.2 Structuration spatiale des principaux poissons démersaux
autour de I’ile de la Réunion (Océan Indien Ouest) a partir
de la forme externe de leurs otolithes

Le papier suivant a été publié dans la revue Cybium. Il analyse les stocks de plusieurs especes
autour de I’ile de la Réunion. Il met en évidence des stocks différenciés par des techniques non

supervisées et supervisées de machine learning. Les résultats sont en lien avec la présence de récifs
coraliens.
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Abstract. — Knowledge of the spatial structuring of stocks is essential to study the dynamics of fish populations,
and thus to manage fisheries. In this study, sagittal otolith shape was used to understand the stock structures
of populations of the main commercial species caught around La Réunion Island. A total of 1091 individuals,
belonging to nine species of bentho-pelagic bony fishes (Aphareus rutilans, Cephalopholis aurantia, Epinephelus
fasciatus, Etelis carbunculus, Lutjanus kasmira, Lutjanus notatus, Pristipomoides argyrogrammicus, Pristipo-
moides filamentosus, Variola albimarginata), were analyzed and compared between 10 areas around La Réun-
ion. To describe the external shape of the otolith, normalized Fourier elliptical descriptors were extracted. For
each species, the analysis of shape data was performed in two steps. The first step was investigating the potential
effects of confounding factors such as fish size, symmetry between right and left otoliths, sexual dimorphism
and spatial distribution. When location showed a significant effect on otolith shape, a second step coupling two
complementary analyses was performed with hierarchical clustering (unsupervised machine learning) and linear
discriminant analysis with jackknifed prediction (supervised machine learning), allowing characterization of the
potential stock limits for each of the treated species. The results show that, for the nine species treated, only two
species (Etelis carbunculus and Pristipomoides filamentosus) show spatial structuring around Reunion Island
with, for each of them, two stocks potentially separated along a northwest/southeast axis. These results show that
some species around La Réunion Island may have local subpopulations.

Résumé. — Structuration spatiale des principaux poissons démersaux autour de 1’ile de la Réunion (Océan Indien
Ouest) a partir de la forme externe de leurs otolithes.

L’identification et la connaissance de la structuration spatiale de stocks sont essentielles pour étudier la
dynamique des populations de poissons et ainsi gérer les pécheries. Dans cette étude, la forme des otolithes
sagittales a été employée pour comprendre la structuration des stocks des populations des principales espéces
commerciales capturées a I’ile de La Réunion. Un total de 1091 individus, appartenant a 9 especes de poissons
osseux bentho-pélagiques de différents compartiments d’habitats coralliens et profonds (Aphareus rutilans,
Cephalopholis aurantia, Epinephelus fasciatus, Etelis carbunculus, Lutjanus kasmira, Lutjanus notatus, Pris-
tipomoides argyrogrammicus, Pristipomoides filamentosus, Variola albimarginata) a été analysé et comparé
entre 10 zones réparties autour de la Réunion. Pour décrire la forme externe de 1’otolithe, les descripteurs ellip-
tiques de Fourier normalisés ont été extraits. Pour chaque espece, I’analyse des données de forme a été réalisée
en 2 étapes en regardant premierement les effets potentiels de facteurs confondants que sont la taille du poisson,
la symétrie des otolithes droit et gauche, le dimorphisme sexuel et la répartition spatiale. Lorsque ce dernier
était significatif sur la forme de I’otolithe, une deuxiéme étape couplant deux analyses complémentaires a été
effectuée avec le regroupement hiérarchique (apprentissage automatique non supervisé) et I’analyse discrimi-
nante linéaire avec prédiction jacknifed (apprentissage automatique supervisé) permettant de caractériser les
limites des potentiels stocks pour chacune des espéces traitées. Les résultats montrent que pour les 9 especes
traitées, seules 2 especes profondes (Etelis carbunculus et Pristipomoides filamentosus) montrent une struc-
turation spatiale autour de 1’7le de la Réunion avec pour chacune d’elles, deux stocks potentiellement séparés
par un axe Nord-Ouest/Sud-Est. Ces résultats montrent que pour certaines especes, 1’ile de La Réunion peut
présenter des sous-populations locales.
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Stock identification of commercial fish around La Réunion Island

INTRODUCTION

La Réunion Island is a volcanic island of 2,512 km? (Sin-
clair and Langrand, 2013). La Réunion Island has a high
diversity of fishery resources, where, according to Faure
(1982) and Chabanet (1994), 320 species of fish have been
previously inventoried to date. This island presents a diver-
sity of habitats that could influence the distribution of these
species populations, such as coral reefs in the west part of
the island (Tedetti ez al., 2011) and a lack of reefs on the east
coast. Nearly 200 species, belonging to more than 30 fami-
lies, are of commercial interest (Biais and Taquet, 1992).
Over 79% of the fishing vessels of La Réunion Island fish in
the shallow coastal waters with a depth range from 0 to 80 m
(Weiss et al.,2019; Roos, pers. comm.). La Réunion Island’s
fishery has traditionally focused on demersal species that are
exploitable with hand- and long-lines (Fleury et al., 2012).
This fishery has recently evolved towards the exploitation of
deeper fish stocks (beyond 200 m), made possible by reels
and other power lines (Roos et al., 2001a; Bertrand et al.,
2011; Fleury et al.,2012). The Serranidae family contains
the most prized species here (with a high commercial value),
while the Lutjanidae family is the main catch of this small-
scale fishery (Biais and Taquet, 1992). In 2017, the catch
of Lutjanidae and Serranidae was 71.57 tons or 3% of the
total catch of La Réunion Island (catch largely dominat-
ed by swordfish and tuna, at over 90%) (Blanchard et al.,
2018). Decreases in catches have been reported in recent
years, mainly due to over-exploitation using these new gears
(Fleury et al.,2012), but also due to lack of management
(Roos et al.,2001b,2015). In order to implement sustainable
fisheries management measures, information on the biology,
ecology and stock units is essential, but biological and quan-
titative fishery data on these commercially important fish
families are still lacking (Newman et al.,2016; Halim et al.,
2020).

Stock assessment models assume that a group of individ-
uals has homogeneous life history parameters (e.g., growth,
maturity, and mortality rates), and has a closed life cycle
in which the young fish in the group are produced by pre-
vious generations of the same group (Cadrin et al., 2014).
To carry out a relevant stock assessment, it is necessary to
know the boundaries and size of the fishery management
units (Avigliano et al.,2017); effective performance of fish-
ery management therefore requires biologically meaningful
delimitation of stocks (Cadrin et al., 2014). Several tools/
methods can be used to delimit fish stocks, including genetic
markers (Cruz et al., 1982; Beacham, 2021), but also other
natural markers such as parasites (Lester and MacKenzie,
2009; Pascual et al., 2016; Vasconcelos et al.,2017), growth
rate and fatty acids in tissues (Grahl-Nielsen, 2014), life his-
tory traits, external tags or microchemistry (Cadrin et al.,
2014). The annual monitoring by the SIMWG (Stock Iden-
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tification Methods Working Group; https://www.ices.dk/
community/groups/Pages/simwg.aspx) of ICES (the Interna-
tional Council for the Exploration of the Sea), however, has
shown that otolith shape analysis is becoming one of the two
main tools used, along with genetic analysis, for defining
stock limits. The analysis of otolith shape for stock identifi-
cation was initiated by using Fourier descriptors (Bird er al.,
1986; Doering and Ludwig, 1990; Campana and Casselman,
1993). Recent advances in terms of image analysis and data
processing reinforced this trend, in particular with the devel-
opment of statistical tools such as R (R Core Team, 2017)
that allow studies to be carried out in greater numbers and at
lower cost compared to the genetic tracer approach, and that
show generally comparable results (Cadrin et al., 2014).

The otolith is a calcified structure which is located in
the vestibular system of the inner ear, which is metaboli-
cally inert, i.e., it cannot be altered or generally resorbed,
and grows incrementally throughout the life of the fish (Cas-
selman, 1987). Within a species, the otolith shape (or its
external outline) is the result of environmental conditions
(Wilson, 1985; Morales-Nin, 1987; Mosegaard et al., 1988;
Secor and Dean, 1989) and genetic determinism throughout
the life of the fish (i.e. the effect of ontogeny) (Lombarte
and Lleonart, 1993; Lombarte et al., 2003; Cardinale et al.,
2004; Vignon and Morat, 2010; Vignon, 2015; Mahé, 2019).
Consequently, otolith shape is a very efficient tool to identify
the stock structure of fishes.

To better delimit the reef fish populations and under-
stand the stock structure of the main commercial species in
the families of Serranidae and Lutjanidae around La Réun-
ion Island, sagittal otolith shape was used to analyze of the
structure of these populations. Nine main demersal species
were analyzed according to ten different geographical areas/
habitats.

MATERIAL AND METHODS

Sample collection

Fish samples were collected from 10 locations, as defined
by Roos et al. (2015), around La Réunion coast from 2018
to 2020 (Fig. 1). Those areas have been divided according
to the characterization of coastal water bodies, the nature of
the seabed (hard or soft bottoms, coral or basaltic bottoms),
the geomorphology of the seabed, the geomorphology of the
coast (natural boundary due to the presence of large rocky
capes), and freshwater inflows and terrigenous inputs (Roos
etal.,2015).

The fish samples originated from professional fishing
operations. Sampling was carried out on a large number of
catches, but the samples were insufficient for some areas as
access was difficult for the fishers (no port nearby for ves-
sels between less than 6 to 12 meters with 20 to 200 kW of
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La Réunion
Island

engine power). Furthermore, some species had low abun-
dance or the fishing gear used was not adapted to catch those
species.

In the laboratory, 1091 individuals were measured for
total length (TL; mm). Sex was determined by macroscopic
examination of the gonads, and only mature fish were includ-
ed in this study to minimize the effect of sexual maturity,
which may affect otolith shape (Cardinale et al., 2004). 2150
whole sagittal (left and right) otoliths were then extracted,
washed, cleaned in distilled water, and then dried and stored
in labelled plastic tubes. Sampling numbers by location for
nine species of bentho-pelagic fishes (Aphareus rutilans,
Cuvier, 1830; Cephalopholis aurantia, Valenciennes, 1828;
Epinephelus fasciatus, Forsskél, 1775; Etelis carbunculus,
Cuvier, 1828; Lutjanus kasmira, Forsskal, 1775; Lutjanus
notatus, Cuvier, 1828; Pristipo-
moides argyrogrammicus, Valen-

Stock identification of commercial fish around La Réunion Island

-2200

Figure 1. — Map of sampling locations
around La Réunion coast from 2018 to
2020. A: High bottom, old formation,
influenced by the river of the pebbles,
.~ the pond of Saint-Paul and the Ravine
2 Saint-Gilles, located between zones of
basaltic and coral sands. B: Dry zone
with hard substratum/sablo-corallian
with episodic heavy rain events. C:
Recent facies on volcanic substratum,
strongly watered by underground infil-
trations (Grande Anse to Piton Sainte-
Rose). D: Zone on alluvium and peb-
bles, strongly watered by permanent
superficial streams. E: Sandy bay, load-
ed with organic matter, clean hydrody-
namic characteristics, transition zone.

During this process, a fixed single magnification was used
to ensure the maximum possible resolution. Image process-
ing was performed using the image analysis system TNPC
(Digital processing for calcified structures, version 7) (Mahé
et al.,2011) on the proximal face of the otolith. The images
were standardized so that all otoliths were in the same orien-
tation and direction, as in Gongalves et al. (2017). To com-
pare left and right otolith shapes, mirror images of left oto-
liths were used. The length and width of otoliths were auto-
matically extracted as the largest distance along the antero-
posterior axis and the ventro-dorsal axis, respectively.

To describe otolith contours, Elliptic Fourier Descriptors
(EFDs) analysis (e.g., Lestrel, 2008) was carried out on each
otolith delineated and extracted contour after image binariza-
tion. All Elliptic Fourier Descriptors (EFDs) were obtained

Table I. — Sampling scheme for nine species of fishes, with the total number of sampled oto-
liths per species and location.

ciennes, 1831; Pristipomoides fila-

mentosus, Valenciennes, 1830: Vari- Species Al |B2|B3|C4|CI0|C5|D6|D7| D8 | E9 | Total
ola albimarginata, Baissac, 1953) Aphareus rutilans 10 46 11 6 21 21| 9| 95
are given in Table I. Cephalopholis aurantia 6| 8107 2| 2| 12| 2| 17| 28| 16| 200
Epinephelus fasciatus 27| 51 87| 6| 39| 5| 3| 97| 4| 4| 277

Otolith shape analysis Etelis carbunculus 56 1| 59 3 11 6 31 8| 38| 175
A calibrated high-resolution Lutjanus kasmira 105] 22103 | 13 2| 48| 16| 110|128 | 4| 551
image (3200 dpi) of the proximal Lutjanus notatus 23| 31100 11 401 29| 79| 22| 9| 316
face (sulcus acusticus facing up) Pristipomoides argyrogrammicus | 57 65 2 8 3 12 21 30 179
of the whole left and right sagittal | Pristipomoides filamentosus 23| 8| 96| 13| 11| 9| 8| 9| 16| 29| 222
otolith was obtained using a scanner | Variola albimarginata 63| 4] 7| 6| 39| 4 12 135
with reflected light (Epson V750). | Total 370| 511670| 56| 103|133 | 58(329|241|139|2150
Cybium 2023, 47(1) 45
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using TNPC 7 software. For each otolith, the first 99 ellip-
tical Fourier harmonics (H) were extracted and normalized
with respect to the first harmonic and were thus invariant to
otolith size, rotation and starting point of contour description
(Kuhl and Giardina, 1982). To determine the number of har-
monics required to reconstruct the otolith outline, the cumu-
lated Fourier Power (F) was calculated for each individual
otolith as a measure of the precision of contour reconstruc-
tion obtained with ng harmonics (i.e., the proportion of vari-
ance in contour coordinates accounted for by ny harmonics):

& A2+B;2+C,2+ D;2

i=1 2

where A;, B;, C;, and D;, are the coefficients of the harmonic.
F and ny were calculated for each individual otolith to ensure
that every otolith in the sample was reconstructed with a pre-
cision of 99.99% (Lestrel, 2008). The maximum number of

harmonics ny across all otoliths was then used to reconstruct
each individual otolith.

Fy=

Statistical analysis

For each species, the same standardized process was
applied with two successive steps. Firstly, the potential
effects of total length (TL), sex (S), inner-ear location (side,
SI) and sampling location (LO) on otolith shape were tested.
Secondly, when LO was found to be significant an investiga-
tion of spatial variation in otolith shape, integrating the other
potential effects, was carried out to determine the spatial
population structure for each species.

Principal Components Analysis (PCA) was applied to
the selected EFDs matrix (EFDs as columns and individual
otolith as lines) of the otolith contours (Rohlf and Archie,
1984), and a subset of the resulting Principal Components
(PCs) was selected as otolith shape descriptors according
to the broken stick model (Legendre and Legendre, 2012).
This allowed a decrease in the number of variables used to
describe otolith shape variability while ensuring that the
main sources of shape variation were kept, simultaneously
avoiding co-linearity between shape descriptors (Rohlf and
Archie, 1984). The relevant PCs were subsequently used as
input variables in a partial redundancy analysis (pRDA) with
side (left/right) as a potentially influential variable. RDA is
an extension of multiple regressions to multivariate response
data and an extension of principal components analysis
(Legendre and Legendre, 2012), combined with permuta-
tion tests (marginal effect, type II; Fox and Weisberg, 2011)
on the selected principal components (PC) matrix. Using an
RDA, the potential effects of total length, sex, sampling year
and geographic area were tested with the explanatory matrix
combined with permutation tests on the selected PC matrix.
A permutation test (marginal effect, type II) was then used to
test the significance of each explanatory variable (Legendre
and Legendre, 2012).
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To discriminate between fish from the 10 sampled loca-
tions based on otolith shape, a Linear Discriminant Analy-
sis (LDA) with jackknifed prediction was applied to the
residuals of a redundancy analysis (RDA) of the shape
matrix explained by individuals’ total length. The use of the
residual matrix instead of the shape matrix avoided poten-
tial confounding effects due to otolith shape variation across
sampling locations related to variations in individuals’ size,
originating from different size-selectivity of the capture pro-
cedure/gear at different sampling sites (Rencher and Chris-
tensen, 2012). To begin the stock identification procedure,
a cluster analysis using Ward’s hierarchical agglomerative
algorithm based on squared Euclidean distances was per-
formed on the residual shape matrix to group individuals
with similar otolith shapes. Ward’s algorithm allowed a
classification threshold definition and gave the best over-
all recovery (Saragli ef al., 2013) and accuracy (Pakgohar
et al.,2021). To evaluate the resulting discriminant func-
tions, the percentage of correct classification of individu-
als into sampling areas was then calculated using jackknife
cross-validation (Klecka et al., 1980) and compared to those
obtained from random distribution (supplementary Tab. II).
The performance of the discriminant analyses was assessed
using Wilks’ A; this value is the ratio between the intra-group
variance and the total variance, and provides an objective
way of calculating the percentage of agreement between real
and predicted group memberships (supplementary Tab. III).
Wilks” A values range from O to 1, and the closer to 0, the
better the discriminating power of the RDA.

Statistical analyses were performed using the ‘Vegan’
(Oksanen et al., 2013), ‘MASS’ (Ripley et al., 2013), ‘CAR’
(Fox et al.,2011), ‘FactoMineR’ (L& et al., 2008), ‘HH’
(Heiberger and Heiberger, 2022) and ‘Ellipse’ (Murdoch et
al.,2020) packages in R (R Core Team, 2017).

RESULTS

Potential sources of variation in otolith shape

Among the 99 Fourier harmonics extracted to describe
individual otolith contours, the number of first harmonics
used (n), which explained at least 99.99% of the variation in
otolith contour of each individual, varied from 23 for Pris-
tipomoides argyrogrammicus (the least complex shape) to
45 for Aphareus rutilans (the most complex shape). There
was a significant linear relationship between fish length and
otolith length for all nine species analysed. In addition to
this relationship between fish size and otolith size, all spe-
cies except Pristipomoides argyrogrammicus showed a sig-
nificantly change in otolith shape with fish length (Tab. II),
which effect was integrated for further analysis. Other poten-
tial factors were tested by pRDA combined with permutation
tests, which showed no significant difference between the
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Table II. — Results of partial redundancy analysis on the shape matrix, with the p-value of each explanatory
variable (total length: TL, sex: S, inner-ear location: SI and sampling location: LO) (N = fish number; ny:

number of harmonics used; PCs: number of selected Principal Components) (* significant effect).

Species N n, | PCs TL SI S LO SI/LO
Aphareus rutilans 95 45 7 0.001* | 0.095 0.753 0.001*
Cephalopholis aurantia 200 | 31 6 0.001* | 0.001* | 0.019* | 0.113
Epinephelus fasciatus 277 | 37 6 0.001* | 0.001* | 0.191 0.001* | 0.001*
Etelis carbunculus 175 | 29 4 0.001* | 0.041* | 0.195 0.001* | 0.001*
Lutjanus kasmira 551 | 29 4 0.001* | 0.071 0.182 0.001*
Lutjanus notatus 316 | 33 7 0.001* | 0.082 0.005* | 0.001*
Pristipomoides argyrogrammicus | 179 | 21 4 0.234 0.078 0.010* | 0.250
Pristipomoides filamentosus 222 | 44 9 0.001* | 0.741 0.567 0.009*
Variola albimarginata 135 | 36 6 0.001* | 0.306 0.616 0.009*

Table III. — Classification of sampling locations by otolith shape per species with significant geographical effect in pRDA
analysis: unsupervised classification with cluster analysis (optimal number of clusters) and supervised classification with
LDA (group composition with the name of each location, correct classification rate).

Specics Unsupervised classification Supervised classification
ecie
P Number of clusters Group composition Correct classification rate (%)
D8
Aph til, 2 80.04
phareus rutilans AL B3.C5.E9
Al,B3,D8,E9
Epinephelus fasciatus 2 Cs 77.84
Al,E9,B3
Eteli b l 2 85.51
elis carbunculus C5.D8
Al1,B2,D6
Lutj ] 2 |
utjanus kasmira B3.C4.C5.D7.D8 80.00
Lutj tat 2 B3 67.73
s notats Al,C4,C5,D6, D7, D8, E9 '
Prist ides fil t 2 Al,B2,B3,C4 54.50
ristipomoides filamentosus C5.C10. D7, E9. D6, DS .
Variola albi inat 2 D8 84.25
ariola albimarginata AL B3.C10.C4 .

left and right otolith shape for six species. Only three species
(Cephalopholis aurantia, Epinephelus fasciatus and Ete-
lis carbunculus) showed significant directional asymmetry
(Tab. II). The pRDA analysis also indicated that the otolith
shape was significantly dependent on the sex of the individ-
ual in only three species (Cephalopholis aurantia, Lutjanus
notatus and Pristipomoides argyrogrammicus). When the
otolith shape for one tested species was directly influenced
by a confounding factor (i.e., side or sex), its interaction with
the geographical factor (i.e., SI/LO or S/LO) was estimat-
ed. No significant effect of sex on the relationship between
otolith shape and geographical position was found for any
species. For the species showing significant asymmetry, the
interaction between side and geographical effect was signifi-
cant for two species (Epinephelus fasciatus and Etelis car-
bunculus), for which only the left otolith was subsequently
used to analyse the stock structure.
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Stock structure inferred from otolith shape

Otolith shape was not affected by the capture location of
specimens for only two species (Cephalopholis aurantia and
Pristipomoides argyrogrammicus), (p > 0.05; Tab. II), but
the effect of sampling location on otolith shape was signifi-
cant for all other species in the pRDA (significant effect of
sampling location; Tab. IT). These results suggest geographi-
cal variation in otolith shape that could be used to discrimi-
nate individuals from different geographical origins. Con-
sequently, other analyses were performed to evaluate with
precision the stock structure inferred from otolith shape for
these seven species (Aphareus rutilans, Epinephelus fascia-
tus, Etelis carbunculus, Lutjanus kasmira, Lutjanus notatus,
Pristipomoides filamentosus and Variola albimarginata).
Firstly, unsupervised classification by cluster analysis was
applied to these species to optimize the number of groups.
The optimal cluster number was two for all species (Tab. III,
number of otoliths per sampling area and cluster shown in
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supplementary Tab. I). Sampling location was therefore
used as an explanatory variable in the subsequent otolith
shape-based LDA. For all species, only locations with sam-
ples of at least six individuals were included in the LDA.
The overall jackknifed classification success was between
67.73% (Lutjanus notatus) and 85.51% (Etelis carbuncu-
lus; Tab. III). These levels of individuals assigned correctly
by the LDA were higher than those obtained from random
distribution (i.e., 50%). Among seven tested species, four
showed a single group from all sampled locations (Aphareus
rutilans, Epinephelus fasciatus, Lutjanus notatus and Vari-
ola albimarginata; Tab. III). Among three species with 2
groups composed of several locations, Etelis carbunculus
and Pristipomoides filamentosus showed that the best overall
classification success was obtained by classifying the coastal
waters of La Réunion Island into two groups along a north-
west / south-east axis (Supplementary Fig. 1). For Lutjanus
kasmira, two groups were not composed of continuous geo-
graphical areas (Supplementary Figs 1,2 show the anatomi-
cal descriptions of the otoliths for these three species). This
geographical discontinuity did not explain the stock units.

DISCUSSION

Ontogenetic effect on otolith shape

Before evaluating the boundaries of stock units based on
otolith shape, the first step is to measure the potential con-
founding effects. The first potential confounding effect is the
development of the otolith shape in relation to total length
throughout the life history of the fish. Our study showed that
eight out of nine species of demersal fishes from La Réunion
Island (except Pristipomoides argyrogrammicus) showed a
significant change in otolith shape with fish growth through-
out ontogeny. This trend has also been observed in mullet
species in the Mediterranean Sea (D’Iglio et al., 2022), com-
mon sole (Solea solea) in the Southern North Sea (Delerue-
Ricard et al., 2019; Randon et al., 2020), giant grenadier
(Albatrossia pectoralis) in the Northeast Pacific Ocean
(Rodgveller et al.,2017), and sable squirrelfish (Sargocen-
tron spiniferum) in the Red Sea (Osman et al., 2021). To
limit the ontogenetic effects on otolith shape in analyses,
several studies used homogenous groups with a small range
of the fish length, while other studies interpreted the calcified
structures of the fish and selected only individuals from the
same age group to better delineate the stocks (which depend-
ed mainly on the environment) (in Mahé, 2019). However,
it should also be considered that fish growth can be influ-
enced by habitat (i.e., the characteristics of the environment
such as depth, substrate and live coral coverage, topographic
heterogeneity and complexity, physiological effects of water
temperature, etc.) (Oda and Parrish, 1981; Gaither et al.,
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2011). Depending on the analysis and the species, it can be
necessary to take into account the effect of fish size.

Asymmetry between left and right otoliths

The asymmetry between the left and right ears and thus
their respective otoliths is another potential confounding
effect to estimate when using otolith shape for stock identi-
fication. In our study, among nine commercial species, only
three species (Cephalopholis aurantia, Epinephelus fascia-
tus, Etelis carbunculus) showed a significant difference in
otolith shape between the left and right inner ear from the
same individuals. Otolith directional asymmetry affects the
acoustic functionality (sensitivity, temporal processing, and
sound localization) (Lychakov and Rebane, 2005; Lychakov
et al.,2008) and kinetic swimming of fish (aberrant move-
ment pattern or static space sickness) (Anken et al., 1998;
Beier et al., 2002; Hilbig et al., 2003, 2011). Otolith asym-
metry could be a potential factor of influence for stock iden-
tification from otolith shape (Palmer ez al.,2010; Mahé et al.,
2018, 2021; Delerue-Ricard et al.,2019). This has been seen
in Boops boops, where Mahé et al. (2018) found a difference
between predicted stock boundaries depending whether the
left or right otolith was used. In our study, among three spe-
cies showing significant asymmetry, the geographical effect
was only significant for two species (Epinephelus fasciatus,
Etelis carbunculus). For these two species, the interaction
between side and location effects was significant, therefore
the analyses were carried out on both otoliths from the same
individuals to integrate this potential effect. To quantify the
difference between individuals from several geographical
areas, symmetry throughout ontogeny must be measured or
integrated into the final analysis to test only the geographical
effect.

Otolith shape as a tool for stock identification

After looking at the potential confounding effects of
ontogeny and bilateral asymmetry, variation in otolith shape
was analyzed according to the environment/geographical
difference (i.e., location effect). In a previous study, the oto-
lith shape of Mulloidichthys flavolineatus showed significant
difference between La Réunion and Maurice Islands, which
are geographically close (Pothin et al., 2006), indicating
minimal movement between areas. Additionally, another
study on the bluestripe snapper (Lutjanus kasmira) in Socie-
ty Archipelago (French Polynesia, south-central Pacific) also
showed significant otolith shape differences between groups
of fish that were geographically close (Vignon et al., 2008).
The observed differences at small geographical scales could
be due to species composed of resident individuals with lim-
ited local movement, as seen in several tropical reef species.
Two species, Cephalopholis aurantia and Pristipomoides
argyrogrammicus, did not show any significant difference in
the location effect, and each could therefore be considered
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a single population around La Réunion Island. Shimose et
al. (2020) demonstrated that P. argyrogrammicus shows a
homogeneous population at the microscale but could have
morphometric differences for very different environmental
conditions (e.g., China Sea/Indo-West), which could also be
the case for the fishes in this study.

The continuity of each delineation proposed by our
analyses showed that only two species (E. carbunculus and
P. filamentosus, Supplementary Fig. 1) demonstrated con-
sistent stock discrimination. DeMartini (2016) observed
a difference in size at sexual maturity for Elis carbunculus
at a similarly small geographic scale (e.g., north-western
Hawaiian Islands), and suggested that this difference could
be related to water temperature, depth or environmental dif-
ferences. Smith (1992) also showed a difference in otolith
morphology between E. carbunculus in a micro-scale (study
on 4 sites in Hawaii and the French Polynesian islands). For
P. filamentosus, Gaither et al. (2010a, b) demonstrated using
genetic and microsatellite markers that there are also micros-
cale stock differences in the Hawaiian Islands.

From our study, two clusters along a northwest/southeast
axis were observed for both E. carbunculus and P. filamento-
sus. According to the habitat typology of La Réunion Island,
these species are separated into two habitat types, with coral
reef habitat in the northwestern area (sampling locations A1,
B2,B3, C4, Supplementary Fig. 1) and no coral reef in the
southeastern area (sampling locations E9, D8, D7, D6, C5,
C10).

In this study, only two populations were delineated out of
nine possible species. Five other species were also delimited
but without geographical continuity (Lutjanus kasmira, Sup-
plementary Fig. 1) or only one area versus all other areas.
For these species, our results must be completed before
stock units around La Réunion Island can be meaningfully
discussed for these species. These delimitation issues could
be an artefact of poor geographic sampling in addition to
other confounding effects of otolith shape. To increase the
discrimination power of this study, we recommend filling
gaps in otolith shape data around La Réunion Island with
more extensive sampling by species and location, integrat-
ing otolith data at a broader geographic scale, or comparing
the results with other stock markers, such as genetics, and
performing a combined multi-marker analysis (Randon et
al., 2020).
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Lutjanus kasmira

Supplementary figure 1. — Continuity of stock delimitation (Lutjanus kasmira, Etelis carbunculus, Pristipomoides filamentosus).
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Rostrum

Antirostrum

Supplementary figure 2. — Anatomical descriptions of sagittal otoliths for Lutjanus kasmira,
Etelis carbunculus and Pristipomoides filamentosus.
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Supplementary table I. — Distribution of otoliths according to area

sampling and cluster.

Species Area | Cluster 1 | Cluster 2
Al 7 3
B3 39 7
Aphareus rutilans C5 4 2
D8 5 16
E9 7 2
Al 12 15
B3 35 52
Epinephelus fasciatus C10 5 34
C4 6 0
D7 85 12
Al 25 31
B3 40 19
Etelis carbunculus C5 1 5
D8 4 4
E9 14 24
Al 75 30
B2 17 5
B3 8 95
. . C4 3 10
Lutjanus kasmira Cs 9 39
D6 13 3
D7 27 83
D8 26 102

ANDRIALOVANIRINA ET AL.
Species Area | Cluster 1 | Cluster 2
Al 12 11
B3 11 89
C4 7 4
Lutjanus notatus s 16 24
D6 21 8
D7 30 49
D8 4 18
E9 2 7
Al 13 10
B2 5 3
B3 57 39
C10 4 7
.. . C4 11 2
Pristipomoides filamentosus Cs 7 )
D6 4 4
D7 3 6
D8 8 8
E9 14 15
Al 47 16
B3 7 0
Variola albimarginata C10 36 3
C4 5 1
D8 5 7

Supplementary table II. — Confusion matrix between sample areas and predicted areas (blue boxes show correct classification).

Species

Jackknifed matrix

Predicted area

B3

C5 D8 E9

Al
<
g B3 4
Aphareus rutilans Tg C5 1
2 D8 1
E9 1
Predicted area
Jackknifed matri
Ackiniied matx B3 | Cl0 | c4 | D7
- Al 4 9 3 8
Epinephelus fasciatus = B3 6
'c_g C10 5 10
3 C4 1 0
D7 9 11

Etelis carbunculus

Jackknifed matrix

Predicted area

B3

C5 D8 E9

Al

Actual area
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Supplementary table II. — Continued.

Predicted area
B2 B3 C4 C5 D6 D7 D8

Jackknifed matrix

Al
B2 3
B3 3
C4 0
6
3
8

Lutjanus kasmira

C5
D6
D7
D8 12

Actual area

Jackknifed matrix B3 | c4 | C5 | D6 | D7 | D8 | E9

Al
B3
C4
C5
D6
D7
D8
E9

Lutjanus notatus

Actual area
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B3
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1
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4
Pristipomoides 0
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Supplementary table III. — Hypothesis tested to obtain the best rate of correct classification.

C4,C5,C10,D7,E9, D6, D8

Species Hypothesis Area composition Correct classification rate (%)
D8
k
! Al,B3,C5,E9 80.04
DS, E9
. 2 Al,B3,C5 70.06
Aphareus rutilans
3 D8, E9, Al 7174
B3,C5 )
D8, E9,C5
4 !
AL B3 70.06
Al,E9
1 68.26
B3,C5,D8
Al1,B3,E
2 C5. D3 2 64.07
'pinephelus fasciatus X AL DS, E9 e
B3,C5 )
Al,B3,D8, E9
4 77.84%
C5
1 Al,E9
4.4
B3,C5,D8 84.05
2 Al,E9,B3
Eteli l 85.51%*
elis carbunculus C5.D8 5.5
3 Al,E9,D8
7391
B3,C5 ?
Al1,B2,D6
1 — 80.00*
B3,C4,C5,D7,D8
. . B3,C4,C5
Lutjanus kasmira 2 AL B2.D6.D7.D8 65.70
Al,B2,B3,C4
3 C5,D6, D7, D8 5700
B3, D8, E9
1 .
Al,C4,C5,D6,D7 67.09
Al,B3,C5,D8,E9
2 65.08
Lui wat C4,C5,D6,D7
utjanus notatus ; DS, E9 s
Al,B3,C4,C5,D6,D7 )
B3
%
4 Al,C4,C5,D6,D7,D8, E9 67.73
1 Al,B2,B3,C10,C4,C5 49.54
D6,D7,D8,E9
Al,B2,B3,C4,C5,D6,D8
2 52.70
C10,D7,E9
Al,B2,B3,C4,C5
Pristi, ides fil 3 54 .40
ristipomoides filamentosus C10.D7.E9. D6, DS
4 Al,B2,B3,C4 54 5%
C5,C10,D7,E9, D6, D8 ’
Al1,B2,B3
5 —— 49.50
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Supplementary table III. — Continued.

Species Hypothesis Area composition Correct classification rate (%)
1 D8 84.25%
Al,B3,C10,C4
Al,D8
2 62.99
. . . B3,C10,C4
Variola albimarginata
D8, C10
3 49.61
Al,B3,C4
D8, C4
4 A1,B3,C10 74.80
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3.3 Identification du stock de rougets barbet de vase sans réfé-
rence en utilisant la forme de leurs otolithes

Larticle suivant publié dans la suite des articles (proceedings) de conférence RFIAP 2024 décrit
différentes approches de Machine Learning pour identifier les stocks de Rouget Barbet de vase
(Mullus Barbatus).

116



Red mullet stock identification without any reference using otolith shape

N. Andrialovanirina®2

E. Poisson Caillault!

K. Mahé?

! Univ. Littoral Céte d’Opale, UR 4491, LISIC, F-62100 Calais, France
2 IFREMER, Unité HMMN, 150 quai Gambetta, F-62321 Boulogne-sur-Mer, France

nicolas.andrialovanirina@ifremer.fr ; emilie.poisson @univ-littoral.fr ; kelig.mahe @ifremer.fr

Résumé

Dans le cadre d’une péche durable, subissant un change-
ment global, la connaissance préalable des limites géo-
graphiques de chaque population étudiée est requise. Dans
cette étude, I’analyse automatique innovante de la forme
tridimensionnelle (3D) des otolithes des rougets barbets de
la Mer Méditerranée a été comparée a l’analyse conven-
tionnelle en bidimensionnel (2D). Il a été conclu que cette
nouvelle technique tridimensionnelle de la forme était plus
précise pour délimiter le stock, que ce soit en utilisant une
classification non supervisée ou supervisée.

Mots Clef

Clustering, classification, otolithe de poisson, 3D, har-
moniques de Fourier, structure de population

Abstract

In the context of sustainable fishing, amidst global change,
prior knowledge of the geographic boundaries of each
studied population is required. In this study, innovative
automated analysis of the three-dimensional (3D) shape of
red mullet otoliths from the Mediterranean Sea was com-
pared to conventional two-dimensional (2D) analysis. This
new three-dimensional shape technique was found to be
more accurate in delineating the stock, whether using un-
supervised or supervised classification.

Keywords

Clustering, classification, fish otolith, 3D, Fourier harmon-
ics, population structure.

1 Introduction

Stocks serve as the fundamental unit for assessing fishery
resources and establishing sustainable exploitation levels
[29]. Effective fishery management depends critically on
accurately delineating fish stocks, which is a fundamen-
tal requirement for analysing the dynamics and structure
of fishery management units [6]. Each distinct stock re-
sponds uniquely to fishing pressure and management inter-
ventions. Misidentifying stock units can result in subopti-
mal management outcomes, heightening the risks of over-
fishing and hampering sustainability efforts [2]. Various
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methods exist for defining fish stocks (see summary in [13,
6]), including genetic markers, natural indicators (such as
parasites), growth rates, fatty acids in tissues, life history
traits, external tags, and microchemistry. Among these,
sagittal otolith shape and microchemistry have emerged as
widely used proxies for stock identification across diverse
fish species [13, 6].

Otoliths, also known as "ear stones", are incrementally
grown calcified structures [9]. Their shape and size vary
from species to species, playing a crucial role in fish bal-
ance and hearing [9]. As individual markers, otoliths can
be used to study fish growth, migration, and population dy-
namics [6, 13], while they also offer valuable insights into
fish stock structure. Otolith shape results from a complex
interplay of environmental conditions, genetic heritage,
and ontogenetic evolution [7, 35]. Variations in otolith
shape between individuals can even distinguish between
interspecific and intraspecific fish. Otoliths are metaboli-
cally inert structures, without post-deposition alteration or
resorption [9]. Recent advancements in image analysis,
processing, and freely available libraries have significantly
bolstered the use of otoliths as powerful tools in fish re-
search. Notably, otolith shape analysis offers distinct ad-
vantages over genetic analysis for stock identification, pri-
marily due to its cost-effectiveness with fast and efficient
analysis [6]. There are various methods for analysing the
shape of otoliths. Fourier analysis stands as a prevalent
method employed to represent otolith shape [13], provid-
ing a detailed analysis of its contours and features. Another
valuable technique for analysing otolith shape is wavelet
analysis [24, 16]. This method provides a localized fre-
quency description of the shape, making it particularly
adept at identifying localized features [16]. By captur-
ing variations in shape at different scales, wavelet analy-
sis offers insights into both global and fine-scale features
of the otolith. Geometric analysis entails identifying spe-
cific points (landmarks) on the otolith that correspond to
biological or structural features [16]. In contrast to land-
mark analysis, outline analysis focuses on capturing the
entire outline of the otolith rather than specific landmarks.
This approach provides a holistic view of the otolith shape
and can be implemented using various methods, includ-



ing Fourier Harmonics and wavelet descriptors [16]. Out-
line analysis allows researchers to assess shape variation
across the entire contour of the otolith, offering valuable in-
sights into its morphological characteristics [16]. However,
the primary method employed to describe and to compare
otolith shape is standardised Elliptical Fourier Descriptors
(EFDs) [13], which serve as a potential tool for describing
and comparing two-dimensional (2D) shapes.

Typically, otolith shape is extracted from two-dimensional
images [6]. This view is, however, incomplete, using only
one plane projection of a three-dimensional (3D) object.
Potential bias may therefore arise during 2D acquisition
due to the object’s position. With advancements in imag-
ing technology, 3D shape analysis of otoliths has become
feasible. This approach provides a more comprehensive
representation of otolith shape compared to traditional 2D
analysis. By capturing the spatial arrangement and curva-
ture of the otolith in three dimensions, 3D shape analy-
sis offers enhanced insights into its structural complexity
and biological significance. This method unveils features
not discernible in 2D analysis, thereby expanding our un-
derstanding of otolith morphology and its ecological im-
plications. Existing research on 3D otoliths are primar-
ily focused on: scanning and/or extracting otolith shape
in three dimensions [40, 18, 19, 34, 25]; understanding the
functional role and evolution of the inner-ear and otoliths,
particularly concerning sound effects and equilibration (i.e.
individual spatial location) [26, 37]. A recent study on the
red mullet demonstrated that 3D analysis effectively ad-
dresses significant asymmetry in otolith shape originating
from the inner-ear side (i.e. left versus right ear) that was
not observed in 2D analysis from the same dataset [1].
After characterizing the otolith shapes, the subsequent
step involves classification techniques to discriminate fish
stocks. No paper in the recent literature mentions 3D auto-
matic classification. In 2D, Principal Component Analysis
(PCA) is used mainly as a dimensionality reduction prepro-
cessing step [13, 6]. The principal components facilitate
visualisation and classification of otoliths. Unsupervised
approaches encompass Hierarchical Clustering [39] and K-
means Clustering [15], while supervised methods include
Linear Discriminant Analysis (LDA) [8], Random Forests
[38], and Support Vector Machines (SVM) [33] and, re-
cently, some Deep Neural Network for age estimation [3].
This article aims to apply automatic classification ap-
proaches on the same 2D and 3D dataset to define stock
structure. The case study is the red mullet (Mullus
barbatus), a main important commercial fish species in
the Mediterranean Sea. Beyond the 2D conventional
stock identification approaches based on otolith shape,
additional unsupervised classification methods, including
density-based and spectral clustering with recursive ver-
sion, alongside supervised basic pattern matching as K-
Nearest-Neighbors were used. Two objectives are studied:
(1) the efficiency of 3D shape analysis compared with 2D
analysis in stock delimitation, and (2) the efficiency of ba-
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Figure 1: Segmentation of the Mediterranean Sea into the
16 geographical sub-areas (GSAs) used

sic unsupervised and/or supervised classification methods
for stock identification. This paper is divided into three
main parts. Section 2 is the experimental protocol from
data acquisition to classification. Section 3 shows the re-
sults followed by the discussion section.

2 Methodology

2.1 Sampling and label references

316 individual fish specimens were collected from 16
geographical sub-areas (GSAs), as defined by the Gen-
eral Fisheries Commission for the Mediterranean (GFCM).
These GSAs represent diverse marine ecosystems within

the Mediterranean Sea (see figure 1 and table 1). These
n° GSA | 2-stocks GFCM | 3-stocks | n samples
1 1 1 7
5 1 1 23
6 1 1 12
8 1 1 12
10 1 1 13
11 1 1 5
12 1 1 19
14 1 1 16
16 1 2 58
17 1 2 8
18 2 2 30
20 2 2 20
22 2 2 36
23 2 3 18
25 2 3 24
27 2 3 27

Table 1: Sampling distribution by geographical sub-areas
(GSAs) and proposal cuts of over fish stocks defined by
expert groups [20, 21]

GFCM experts proposed two stocks described in table 1
based on other species’ knowledge. The first proposal de-
limited 2 stocks according to 16-17 GSA boundaries [20].
The second proposed stock definition adds another stock
built from 22-23 GSA [21]. The sampling campaign was



conducted during the 2019 international MEDiterranean
International Trawl Survey (MEDITS survey), a substan-
tial effort to assess fish populations and their habitats in
the Mediterranean Sea [30]. The MEDITS survey pro-
vides a valuable dataset for understanding the distribution
and characteristics of fish species. To ensure robustness
in this analysis, potential ontogenetic effects on otolith
shape are considered. Consequently, the sampling is re-
stricted to young mature fishes (i.e. fish after their first sex-
ual maturity and aged between 3 and 5 years old) within
a total length range from 141 to 212 mm (with a mean
length of 16716 mm). Furthermore, only left otoliths
(sagittae) are selected to avoid asymmetry factors. These
choices ensure uniformity in our dataset and facilitate ac-
curate comparisons across individuals. Environmental pa-

Parameter Name Feature Unit
(M/R)

Alkalinity M/R mol eq kg !

Chlorophyll concentration (as car- mg(C) m—3

bon)

Molar ammonium concentration M mmol m~?

Molar nitrate concentration M mmol m~3

Molar dissolved molecular oxy- | M/R mmol m—3

gen concentration

pH M

Molar phosphate concentration M/R mmol m~>

Net primary production of | M mg m~> day ™!

biomass per day

Salinity M psu

Temperature M °C

Velocity module M ms~!

Table 2: Retained environmental parameters (M: Median,
R: Range)

rameters have been integrated along side stock divisions
(GSAs), using data extracted from models generated by
the E.U. Copernicus Marine Service. Salinity, tempera-
ture, and velocity modules were derived from the Mediter-
ranean Sea Physics Reanalysis (product identifier MED-
SEA_MULTIYEAR_PHY_006_004) spanning from 1987
to 2019 [10]. These parameters were obtained from a
grid with a horizontal resolution of 1/24° x 1/24° and 125
vertical levels, increasing in thickness with depth. The
model assimilates satellite sea surface temperature and
sea level, along with in-situ temperature-salinity profiles.
Additionally, ten other variables were sourced from the
Mediterranean Sea Biogeochemistry Reanalysis (product
identifier MEDSEA_MULTIYEAR_BGC_006_008) cov-
ering the period from 1999 to 2019 [31]. These variables
were acquired from a grid with the same horizontal resolu-
tion and vertical levels as the previous model. The biogeo-
chemistry model assimilates satellite chlorophyll data and
is driven by physical forcing fields from the Mediterranean
physical model. Values relevant to the habitat of red mul-
let (typically found at depths between 20 and 300 meters)
were extracted and summarized as median and range val-
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ues (calculated as the difference between the third and first
quantiles) across three temporal windows: 5 years (2014-
2018), 3 years (2016-2018), and 1 year (2018). This was
done based on the age range of the sampled red mullet (3-5
years; sampled in April 2019). Parameters exhibiting weak
correlations (below 0.75) were retained for further analy-
sis (table 2), the 1-year period year was selected due to the
redundancy information.

Leveraging these environmental parameters, a recursive
spectral analysis [23] was conducted to generate division
labels based on environmental conditions. Spectral recur-
sive analysis stops the segmentation in 5 levels. Upon par-
titioning the environmental data using spectral recursive
methodology, the initial division yielded two labels, while
the final division resulted in seven labels (2).
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Figure 2: Delimitation by environmental data clustering
and 2-stock or 3-stock units proposal by experts (groups
are distinguished by a specific color and form)

2.2 Two-dimensional outlines and three-

dimensional surfaces acquisition

Calibrated 2D images were taken using a binocular mi-
croscope (Leica MZ6) equipped with a 1.6x magnifica-
tion and a SONY XCD-U100CR Camera. These images
were captured under reflected light to reveal clear details
of the otoliths. To ensure consistency in our otolith im-
ages, an R algorithm was developed to involve several es-
sential steps. We carefully aligned all otoliths to ensure a
consistent orientation. This step minimized any variations
due to rotation or positioning. The grayscale otolith images
were modified into binary representations, effectively cre-
ating black-and-white images. Binarization step simplified
the shape representation and facilitated subsequent analy-
ses. From the binarized images, we extracted the outlines
that precisely represented the otolith shape. These outlines
were used in the subsequent shape analysis. Otolith 3D im-
ages were acquired using an X-ray microtomograph. The
process involved capturing two-dimensional X-ray images
of the object at varied angles (covering a full rotation from
0° to 180°). These X-ray images revealed density dispar-
ities between the object and the surrounding air. We used
the uCT Skyscan 1174 (Bruker). X-ray microtomograph



parameters included 800 pA intensity, 50 kV tube volt-
age (Tension) and 29.2 um voxel size. After acquiring the
X-ray images, the reconstruction of 3D images was per-
formed using Nrecon software (Bruker). This process con-
verted the X-ray images into a stack of virtual slices while
preserving their spatial relationships. 3D Slicer facilitated
segmentation, allowing us to extract the otolith isosurfaces
as 3D meshes.

2.3 Two-dimensional and three-dimensional
extraction of shape information

To ensure consistency, we selected a fixed number of points
along each otolith contour, maintaining equal distances be-
tween these points (n=200). This approach mitigated po-
tential bias arising from different point densities across
contours. Each otolith contour was mathematically de-
scribed by parametric functions () and y(6) [14], which
traced through all points starting from the otolith’s rostrum.
Elliptical Fourier Descriptors (EFD) were used. We ex-
tracted the first 99 elliptical Fourier harmonics (H) for each
otolith. These harmonics were normalized to the first har-
monic and made invariant to otolith size, rotation, and the
starting point of contour description. To determine the opti-
mal number of harmonics needed to reconstruct the otolith
outline with a precision of 99%, the cumulated Fourier
Power was used [27]. Across all otoliths, we employed
a maximum of 33 harmonics (max(nk)) to reconstruct in-
dividual otolith contours and perform subsequent 2D anal-
yses. The 3D otolith meshes were standardized to 10,000
triangles with 5,002 vertices per otolith. After this prelimi-
nary step, the mean shape for all individuals was rebuilt,
and all individual images were aligned from this mean
shape. Fourier coefficients were extracted automatically
using the SPHARM analysis [4, 27] implemented in R via
a custom-coded Matlab function [1]. The meshes were
characterized by 35 harmonics (or degree) and 4 icosahe-
dral subdivisions. The surface of each mesh was math-
ematically described using three parameterized variables:
x(0,9), y(0, ), and z(0, ¢) [28]. Spherical Fourier De-
scriptors (SFD) were used.

2.4 Shape-based classification

Firstly, Principal Components Analysis (PCA) was applied
to the EFD and SFD matrix from 2D and 3D images of
otolith. Only a limited number of PCs were used, with 25,
50, 75 and 100 percent of explained variance (figure 3).
By reducing dimensionality, only the significant principal
components (PCs) were retained.

Unsupervised classifiers. Unsupervised classification
methods aim to uncover hidden structures in unlabeled
data. In this study, the groups were identified based on their
shapes using k prior class information identical with both
environmental clusters, other stock proposals and GSAs.
So each method requiring the number of clusters is tested
for k=[2,3,7,16].

Agglomerative Hierarchical clustering (Ward.d2) [36] was
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Figure 3: Number of PCs according to the percentage of
explained variance for 2D and 3D shape analysis

used to construct a cluster tree by successively merging
groups. At the beginning, each data point starts as a sin-
gleton cluster, then they are merged iteratively to obtain
a unique cluster. This method allows the exploration of
different levels of granularity in clustering, and provides a
hierarchical representation of the data, enabling the identi-
fication of clusters at multiple scales.

K-means [17] was used to partition the data into k clusters
by minimizing intra-cluster variance. This method itera-
tively assigns each data point to the nearest cluster cen-
troid and updates the centroids based on the mean of the
data points assigned to each cluster. It is simple, fast, and
effective for grouping similar shapes, and works well when
clusters are well-separated and roughly spherical.
DBSCAN [11] was used to identify areas of high density
and form clusters around them. This method defines clus-
ters as areas of high density separated by areas of low den-
sity. An epsilon between 0.025 and 1 was used and the
number of minimum points required was 2. This method
is robust to non-spherical shapes and can handle noise ef-
fectively. It does not require the user to specify the number
of clusters in advance and can identify clusters of arbitrary
shapes and sizes.

Spectral K-medoid Clustering (Spectral-PAM) [23] was
used, also with a recursive version. This method uses the
eigenvalues of the Laplacian matrix to cluster the data.
It projects the data into a lower-dimensional space using
eigenvectors corresponding to the smallest eigenvalues of
the Laplacian matrix and then applies K-medoid clustering
in the projected space. Spectral Clustering is effective in
capturing complex and non-linear structures. It can iden-
tify clusters that may not be well-separated or spherical in
shape and is particularly useful for data with intricate ge-
ometric structures. The first third levels were applied for
the spectral recursive version. For each combination of
data dimensions, number of PCAs and clustering method,
the Adjusted Rand index (ARi) was applied to evaluate the
similarity between predicted and other information on the
stock structure (GSAs, other stock proposals and environ-
ment clusters).

Supervised classifiers. Supervised classification meth-
ods use prior learning information to predict classes. In



this case study, information on the stock structure from
the expert group (GSAs, other stock proposals) was ap-
plied to train the different models. The dataset was split
in two equal groups with 50% per GSA of dataset to train
the model, and the other 50% to test the model.

Linear Discriminant Analysis (LDA) [12] was used to find
a linear combination of features that gave the best bound-
ary to discriminate the classes by maximizing the between-
class variance and minimizing the within-class variance.
LDA is particularly useful when the classes are linearly
separable and assumes that the data are normally dis-
tributed within each class. It provides a simple and inter-
pretable solution for classification tasks.

K-Nearest Neighbors (KNN) [47] (with K=[1,3,5,10]) was
used to assign a class to a data point based on the major-
ity vote of its k nearest neighbors in the feature space. It
calculates the distance between data points to determine
similarity. This method is a non-parametric, lazy learning
algorithm that does not make any assumptions about the
underlying data distribution. It is particularly effective for
data with complex decision boundaries and can handle both
numerical and categorical data.

Random Forest [5] (number of trees=[10, 50, 100, 200]
and split=1) was used to build multiple decision trees
during training and combine their predictions through
a majority vote to classify. It is an ensemble learning
method that is robust to overfitting and noise in the data.
It can handle high-dimensional data and interactions
between features, making it suitable for a wide range of
classification tasks.

Support ~ Vector  Machine (SVM) [49]  (ker-
nel=[linear,radial,sigmoid]) was used to find the optimal
hyperplane that separates classes in the feature space. For
linear SVM, it seeks a linear decision boundary, while for
Radial Basis Function (RBF), it uses a non-linear decision
boundary. RBF SVM can capture complex relationships
between features. SVM with different kernel functions,
including linear, radial, and sigmoid, was used allowing
flexibility in modeling various types of distributions. SVM
is effective in high-dimensional spaces and is suitable
for both linear and non-linear classification tasks. For
each shape data (2D and 3D), principal component count,
and chosen supervised classifier technique, we computed
accuracy metrics to assess the correspondence between
predicted outcomes and various information on the stock
structure (such as GSAs, other stock proposals).

3 Results

Unsupervised classifier. From unsupervised classifica-
tions, the results were quite similar whether using otolith
shape with 2D or 3D images (figure 4). None of the two
dimensions (i.e. 2D and 3D descriptors) stands out sig-
nificantly. However, the stock structure seems to be op-
timised with 2 clusters. In fact, the Adjusted Rand in-
dex (ARi) value is higher than other divisions whatever the
prior information group (i.e. environment clustering or ex-
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pert groups or GSAs), as shown in figure 4. When using
2D shape analysis, the DBSCAN method appears to have
the highest ARIi, followed by K-means. In 3D, however,
the results are quite similar for most classifiers (figure 4).
Depending on the labels used, sometimes DBSCAN stands
out slightly. Despite the higher ARi values obtained with
DBSCAN, however, a considerable set of the data is un-
classified. In most cases, approximately half of the data
was classified as noise, with 176+137 and 210+83 of noise,
respectively, in 2D and 3D analysis. DBSCAN was, there-
fore, no longer used for the remainder of the analysis of the
results. Furthermore, to streamline the presentation of re-
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Figure 4: Adjusted Rand index mean and range between
prior knowledge and clusters per shape descriptor (2D or
3D) and per clustering method

sults, the ARi values were compared to clusters with only
2 stocks, as they exhibited the highest average ARi values,
namely 0.36+0.26 and 0.43+0.17, respectively, for 2D and
3D. With all the clustering methods used, increasing the
parameter k resulted in higher ARi values (i.e. with the



highest ARi values, which were observed with the highest
k values; figure 5). However, the number of PCs did not
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Figure 5: Adjusted Rand index compared by prior 2-stocks
division (* represent the highest ARi on the cluster, **
shows the highest ARi among all clustering methods) ac-
cording to the total explained variance per shape descriptor
(2D or 3D) and per clustering method

significantly affect the results, except for the spectral recur-
sive method. The higher the variance with this method, the
lower the ARi value (figure 5). To achieve pair matching as
close as possible to the prior 2-stocks division (ARi=0.67),
the use of 3D otolith shape seemed to be optimal, espe-
cially with hierarchical clustering (figure 5). As a sec-
ondary option (ARi=0.66), for better classification of the
2D otolith shape, the K-means method was the most rele-
vant. However, even when using the highest ARi value, the
predicted clusters did not align with the prior 2-stocks di-
vision (figure 6). There was considerable confusion in the
predicted clusters across different longitudinal values (as
illustrated in figure 6 and other methods and parameters
used).

Supervised classifier. Of all the models, KNN with k=1
and all Random Forest (RF) with all ntrees tested per-
formed the best learning rate, achieving an accuracy supe-
rior to 99%. In contrast, the other methods exhibited an av-
erage accuracy of only 60% (as 3NN). Similarly, among the
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Figure 6: Distribution of individual fish according to the
longitude for HC label obtained with K=16-cut. The red
line represents the stock boundary. The 2-stocks division
are represented by the color (black/cyan).

supervised methods, those employing labels with 2 stocks
were the most effective, mirroring the performance seen in
the unsupervised methods (figure 7). In the testing set, ac-
curacies of 53+5% and 57+5% were achieved in 2D and
3D, respectively. Notably, the Random Forest (RF) classi-
fication method demonstrated distinct characteristics com-
pared to the other methods (figure 7). Furthermore, 3D
descriptors showed substantial, positive differences com-
pared to the 2D descriptors (i.e. with about 10% gap of suc-
cessful recognition for RF). This tendency seems to be con-
firmed for the other methods. When delineating into two
stocks, 3D shape analysis consistently demonstrated the
highest accuracy irrespective of the classification method
employed, except KNN with k=5 and k=10 (figure 8). For
several methods, including Random Forest, LDA and all
SVMs, increasing the explained variance of the data used
resulted in improved model efficiency. Notably, Random
Forest with ntree=50 using 3D otolith shape was the most
accurate method for delineating stocks into 2 (figure 8).
However, even with this improved method, visualizing the
stock boundary remains relatively challenging. A signifi-
cant amount of confusion was still observed when examin-
ing the predicted labels (figure 9).

4 Discussions

This study aimed to evaluate the effectiveness of shape
analysis dimensions (2D and 3D) and several types of clas-
sification for delimiting red mullet stocks in the Mediter-
ranean Sea. With objective (1), the 3D shape analysis of the
otoliths yielded results that were relatively similar to those
obtained from the 2D analysis during unsupervised classifi-
cation. However, the 3D analysis consistently exhibited the
highest ARi values. Additionally, across all the supervised
classification methods tested, the 3D analysis consistently
demonstrated superior accuracy compared to the 2D analy-
sis. Therefore, whether employing supervised or unsuper-
vised classifications, 3D analysis of otolith shape emerges
as more relevant and efficient than 2D for stock delimi-
tation. Regarding objective (2), in unsupervised classifi-
cations, DBSCAN exhibited the highest ARi, but it gen-
erated significant noise, undermining the reliability of the
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Figure 7: Mean accuracy according to explained variance
percent for the training (A) and the testing (B) datasets by
shape descriptor (2D or 3D), label comparison, and cluster
methods

classification outcomes. This underscores the necessity for
robust unsupervised clustering algorithms capable of ef-
fectively handling noisy data. Alternatively, hierarchical,
K-means, and spectral K-medoids classifications appeared
relatively similar, particularly in 3D. Unsupervised clas-
sification merely indicated the number of stock divisions
present in our samples without revealing their spatial dis-
tribution. Despite achieving the highest ARi in tests, lo-
cating the spatial division of the 2 stocks was challenging
due to considerable confusion among the classifiers. This
confusion persisted in supervised classifications; however,
they also confirmed the division of stocks into 2. Among
the classification methods, Random Forest stood out as the
most accurate, particularly when utilising 3D shapes. How-
ever, the problem of stock classifications has proved com-
plex, as evidenced by the confusion encountered in iden-
tifying the stock boundaries. One hypothesis to consider
is that spatial sampling may not have been optimal, which
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with 2 stocks (* represents the highest accuracy on a clas-
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Figure 9: Longitudinal distribution of individual fish ac-
cording to Random forest with ntrees=50; the red line rep-
resents the stock boundary. The 2-stocks division are rep-
resented by color (black/cyan).

could explain some of the difficulties encountered in stock
delineation. It is interesting to note that in supervised clas-
sifications, KNN with k=1 showed a higher learning rate
than with other k (i.e. 3,5,10), suggesting that the model
was more sensitive to noise and less robust against atypical
samples. Samples closer together may be more effective
for classification.

To improve this study, several perspectives could be ex-
plored. It is possible that the number of samples used in the
study was not sufficient to obtain precise and representative
results of the fish population studied. In fact, Random For-
est showed overfitting when ntree covered more than 33%
of the number of samples. A larger sample size might have
led to better coverage of otolith shape variability, resulting
in more reliable and generalisable results. Additionally, the
distribution of samples by GSAs may have a significant in-
fluence on the study’s outcomes. Uneven sample distribu-
tion among different GSAs could introduce bias into the
analysis, as environmental conditions and fish population
characteristics may vary from one GSAs to another. There-
fore, a balanced distribution of samples by GSAs would be
advisable to obtain representative and generalisable results.



Although PCA is commonly used to reduce the dimension-
ality of data and explore its structure. PCA may struggle to
capture nonlinear and complex relationships between vari-
ables, leading to significant information loss. In contrast,
newer methods like UMAP (Uniform Manifold Approxi-
mation and Projection) are designed to capture nonlinear
structures and may therefore be a more suitable alternative
for exploring otolith shape data [32].

The use of Fourier harmonics for otolith shape analysis has
been a commonly employed approach in scientific litera-
ture due to its ability to decompose shapes into a series of
sinusoidal components. This method has yielded signifi-
cant results in characterizing otoliths and has contributed
to our understanding of their shape and structure. How-
ever, it is important to recognize that Fourier analysis may
have limitations in capturing all subtle variations in otolith
shape [22]. Indeed, it is more suited for representing regu-
lar or periodic shapes. For non-periodic or complex shapes,
other shape analysis methods may be necessary. Therefore,
to further explore the diversity of otolith shapes and im-
prove classification accuracy, it would be beneficial to con-
sider combining Fourier harmonics with other complemen-
tary shape descriptors. For example, wavelets or landmark-
based descriptors could offer alternative approaches for
characterizing complex shapes. Many fishes must migrate
for feeding and reproduction. These migrations can re-
sult in potential stock overlap [20, 21]. This characteris-
tic makes delineating red mullet stocks particularly chal-
lenging, as individuals can move over long distances and
interact with different populations. There is a need to de-
velop robust stock delineation methods tailored to this case.
This could involve using spatially explicit models and ad-
vanced data analysis techniques to account for the dynam-
ics of movement and interactions among red mullet popula-
tions. By integrating these considerations into the analysis
of red mullet otoliths, it would be possible to enhance the
accuracy and reliability of stock delineation methods for
this species. However, testing other fish species with dif-
ferent life characteristics (habitats, morphology, diet) could
be interesting to test their effect on stock delimitation or on
otolith shape.

A promising approach to improve stock delineation would
be to conduct multi-tracer analysis, combining data on
otolith shape, otolith microchemistry, and fish genetics.
Another study has already tested the combination of 2D
otolith shape with microchemistry, which showed more ef-
fective results compared to shape analysis alone [20]. This
integrated approach would gather complementary informa-
tion on stock structure and provide a more holistic view of
fish population variability. Otolith shape data would offer
insights into the morphology of otolith structures, allow-
ing for the identification of distinctive features among fish
populations. Otolith microchemistry data would provide
information about the environment in which the fish lived.
This information could be used to reconstruct fish move-
ments and life history. Otolith genetic data would enable
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the identification of genetic differences among fish popula-
tions, providing information on their genetic diversity and
genetic structure. This approach would delineate stocks
based on their genetic composition and identify popula-
tions with high levels of relatedness or genetic differen-
tiation. By combining these different data sources, multi-
tracer analysis could compensate for the individual limita-
tions of each method and provide a more comprehensive
and accurate picture of stock structure. This integrated
approach could assist fishery managers in making more
informed decisions regarding conservation and fish stock
management, taking into account their genetic diversity,
life history, and environment. However, chemical and ge-
netic approaches are time-consuming and expensive. 2D
and 3D approaches are easier for data collection and much
less costly, but require tools adapted to the small amount of
data and their unbalanced distribution.
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3.4 Synthese du chapitre 3

Le chapitre 3 présente une analyse détaillée des stocks de poissons en se concentrant sur 1’étude
de la forme des otolithes a partir d’approches en 2D et 3D et en tenant compte de I'influence de
I’environnement et des méthodologies appliquées (figure[3.2)). La taille d’un stock de poissons peut
varier considérablement en fonction des caractéristiques spécifiques de I’espece, de ses besoins
écologiques, de son environnement, et de son comportement social.
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FIGURE 3.2 — Analyse multi-échelle géographique des stocks de poissons a I’fle de la Réunion
(micro-échelle) et en Méditerranée (macro-échelle). En micro-échelle spatiale, I’étude met en évi-
dence la séparation des stocks en fonction des environnements récifaux pour deux especes démer-
sales. En macro-échelle spatiale, la délimitation des stocks du rouget barbet de vase est influencée
par la barriere physique pres du Sicile en Méditerranée. La comparaison des approches 2D et 3D
montre une délimitation optimale en 3D. 7 clusters environnementaux ont été observés et sont
rélativement regroupés en 2 stocks.
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Pour des especes tropicales, méme a petite échelle géographique comme I'ile de La Réunion,
I’analyse a montré 2 stocks le long d’un axe nord-ouest/sud-est pour le vivaneau rubis (Etelis car-
bunculus) et le colas fil (Pristipomoides filamentosus) (ANDRIALOVANIRINA et al., 2023c). En
fonction de la typologie des habitats de 1’ile de La Réunion, ces especes sont réparties en deux
types d’habitats distincts : un habitat récifal corallien dans la région nord-ouest et un habitat non
récifal dans la région sud-est. Dans la littérature, DEMARTINI, 2016|a constaté des variations de la
taille a la maturité sexuelle du vivaneau rubis dans des zones géographiques restreintes, telles que
le nord-ouest des 1les Hawai, suggérant que ces variations pourraient étre associées a des facteurs
tels que la température de I’eau, la profondeur ou d’autres conditions environnementales. SMITH,
1992 a également observé des différences dans la morphologie des otolithes du vivaneau rubis a
une échelle tres locale, lors d’une étude menée sur quatre sites a Hawai et dans les 1les de la Poly-
nésie frangaise. Par ailleurs, GAITHER et al., 2010/; GAITHER ef al.,[2011, ont identifié a partir de
marqueurs génétiques (de type microsatellites), des stocks a micro-échelle géographique du colas
fil dans les iles hawaiennes. Ces stocks a petite échelle géographique pourraient s’expliquer par
la présence d’especes composées d’individus résidents avec des mouvements locaux restreints, ty-
piques de plusieurs especes de récifs tropicaux. VIGNON, 2015/a démontré que les influences des
facteurs environnementaux locaux sont aussi déterminantes pour la variabilité morphologique des
otolithes que les variations environnementales a grande échelle, et ce, indépendamment du niveau
d’observation. Dans la littérature, des délimitations a micro-échelle géographique ont également
été observées chez d’autres especes. Par exemple, la forme des otolithes de Mulloidichthys flavo-
lineatus présente une variation significative entre La Réunion et 1’1le Maurice, qui sont pourtant
géographiquement proches, suggérant un faible échange entre ces zones (POTHIN et al., [20006).
De méme, une étude sur le vivaneau (Lutjanus kasmira) dans 1’archipel de la Société (Polynésie
francaise) a révélé des différences notables dans la forme des otolithes entre des populations géo-
graphiquement proches (VIGNON et al., 2008)). SHIMOSE et al., 2020| ont également montré que,
bien que Pristipomoides argyrogrammicus forme une population homogene a une échelle micro-
scopique, il peut présenter des différences morphométriques sous des conditions environnementales
tres diverses, telles que celles entre la mer de Chine et 1’Indo-Pacifique Ouest. Le poisson-clown
(Amphiprioninae), qui est associé de maniere symbiotique aux anémones de mer, se retrouve dans
des stocks a tres petite échelle géographique. Les populations de poissons-clowns sont souvent li-
mitées a des zones spécifiques ou les anémones sont présentes, ce qui crée des unités de stocks
tres localisées. Dans ce cas, un stock peut €tre restreint a un récif particulier ou méme a une seule
anémone, en raison de la territorialité marquée et du lien étroit avec leur habitat (CHAMBEL et al.,
2015)).

A T’autre extréme, certaines especes pélagiques trés migratoires comme par exemple le thon
(Thunnus spp.) présentent des stocks de taille (ou emprunte géographique) beaucoup plus vaste,
souvent a I’échelle de ’océan. L’étude sur I’espadon (Xiphias gladius) dans la partie ouest de
I’océan Indien n’a montré d’un seul stock pour cette vaste zone géographique (MAHE et al.,[2016b).
Les trajectoires migratoires de I’espadon comptent parmi les plus complexes observées chez ces es-
peces pélagiques (PALKO et al.,|1981); SEDBERRY et LOEFER, [2001)), avec des déplacements qui
pourraient traverser des fronts hydrographiques (KADAGI, 2011). Ces especes pélagiques haute-
ment migratoires, parcourent de grandes distances souvent en suivant les courants marins dans
les océans pour se nourrir et/ou se reproduire. En raison de ce mode de vie mobile, leurs stocks
couvrent de vastes régions géographiques, et leur gestion nécessite une coordination internationale
pour assurer une exploitation durable (BLOCK et al., 2011). Les différences de taille des stocks
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entre des especes comme le poisson-clown et le thon ne sont donc pas simplement une question de
taille physique des individus, mais plutot une question d’adaptation a leur mode de vie et a 1’éten-
due de leur habitat naturel. Les modes de vie des especes influencent non seulement la taille des
stocks mais aussi leur résilience aux perturbations environnementales. Les especes a petite unité
géographique, comme le poisson-clown, peuvent étre plus vulnérables aux changements environ-
nementaux locaux, tels que la destruction des récifs coralliens ou la pollution marine. En revanche,
les especes a large distribution, comme le thon, peuvent étre plus résilientes aux perturbations lo-
cales et/ou étendues comme le changement climatique global.

Les comportements sociaux jouent également un rdle crucial dans la taille des stocks, comme
c’est le cas pour les mérous (Epinephelinae). Ces poissons sont connus pour leurs structures so-
ciales complexes, ou un seul méle peut dominer un groupe composé de plusieurs femelles. Ce
comportement de harem est souvent associé€ a des zones géographiques spécifiques ou les mérous
se regroupent pour se reproduire. En conséquence, les stocks de mérous peuvent étre relativement
grands, englobant plusieurs groupes sociaux qui interagissent dans un méme espace (SADOVY et
al., 2013). La taille du stock est donc influencée non seulement par 1’habitat mais aussi par la dy-
namique sociale des especes.

Parmi les 9 principales especes démersales, d’intérét économique majeur, vivant autour de 1’ile
de La Réunion, 2 especes montrent une séparation en 2 unités de gestion distinctes appelées stocks
halieutiques, suggérant la présence de barrieres physiques qui délimitent ces zones. Cette séparation
est particulierement marquée chez les especes tropicales et récifales, confirmant que les unités de
stocks peuvent €tre tres petites spatialement. Ce phénomene est également observé chez le rouget
barbet de vase en mer Méditerranée, ou une distinction claire entre 2 stocks est faite a partir de
I’analyse des otolithes en 2D, cette conclusion étant renforcée par les résultats de 1’analyse en 3D.
Cette derniere a été plus optimale par rapport a celle de I’analyse en 2D, et la frontiere entre les 2
stocks est marquée par la barriere physique du détroit de Sicile.

En ce qui concerne les méthodes de classification utilisées pour identifier les stocks, le chapitre
souligne que la classification hiérarchique s’avere optimale parmi les approches non supervisées,
tandis que la méthode Random Forest est la plus optimale dans les approches supervisées. Ces
résultats montrent que 1’approche 3D permet d’améliorer la délimitation des stocks, bien que des
difficultés subsistent en raison d’un échantillonnage géographique limité. Cette limitation pourrait
étre responsable de la confusion observée dans la détection des frontieres des stocks, soulignant
ainsi la nécessité d’un échantillonnage plus étendu et équilibré géographiquement.

Les groupes d’individus classés par leurs facteurs environnementaux identifi€s ne correspondent
pas toujours aux unités de gestion des stocks. Malgré les performances accrues de 1’analyse 3D,
certaines confusions persistent dans la délimitation des stocks (comme le révelent les figures 6
et 9, ANDRIALOVANIRINA et al., 2023a). Ces confusions sont en partie attribuables a la com-
plexité des frontieres spatiales entre stocks et aux possibles chevauchements dus aux migrations
des poissons. Par exemple, la figure 6 (ANDRIALOVANIRINA et al., 2023a) montre que les pré-
dictions des frontieres de stocks ne correspondent pas toujours aux divisions initiales basées sur
les zones géographiques (GSAs), ce qui souligne les défis liés a la variabilité environnementale
et a la répartition des échantillons. De méme, la figure 9 (ANDRIALOVANIRINA et al., 2023a) ré-
vele une confusion significative dans les prédictions de classification supervisée, méme lorsque
des méthodes performantes comme les foréts aléatoires sont utilisées. Cela peut s’expliquer par les
mouvements/migrations géographiques des poissons au cours de leur vie et la difficulté de com-
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parer des données environnementales fixes avec un poisson en mouvement. Pour répondre a ce
lien entre facteurs environnements et forme de I’otolithe, 1’approche expérimentale controlée doit
compléter les études in situ.

Une autre problématique importante abordée dans ce chapitre est que la méthode a
montré des performances initiales prometteuses avec des indices élevés, mais elle s’est avé-
rée peu fiable pour une classification robuste. L'une des principales limitations de est
sa sensibilité aux parametres, notamment a la distance épsilon et au nombre minimum de points
requis pour former un cluster. Dans notre étude, a généré une proportion importante de
données classifiées comme du bruit (échantillons non assignés a un cluster), ce qui a réduit son
utilité pratique. Par exemple, pres de la moitié des données ont été exclues comme bruit, rendant
difficile I'interprétation des clusters restants. Cela souligne les limites de cette méthode pour des
données complexes comme celles des otolithes, ol les clusters peuvent ne pas étre bien séparés ou
avoir des formes irrégulieres.

D’autres limitations subsistent pour 1’analyse 3D. Tout d’abord, le temps et les colts liés a I’ac-
quisition et au traitement des données tridimensionnelles sont supérieurs a ceux de 1’analyse 2D.
En comparaison, 1’approche 2D reste utile pour des études préliminaires grace a sa rapidité et a
son colit réduit, bien qu’elle soit insuffisante pour capturer toute la richesse morphologique. Une
optimisation des processus et une automatisation accrue pourraient rendre ces techniques plus ac-
cessibles. De plus, les erreurs liées a la reconstruction des maillages pour des otolithes dégradés ou
incomplets doivent €tre minimisées afin d’améliorer la précision des modeles. L’ajout de nouvelles
zones géographiques a I’étude, pourrait renforcer la robustesse des conclusions. En complément, le
couplage de I’analyse 3D avec des approches telles que la microchimie des otolithes, les isotopes
stables ou encore les marqueurs génétiques offrirait une perspective multidimensionnelle et plus
exhaustive de la structuration des stocks.

L’analyse en 3D s’avere ainsi plus efficace que 1’analyse en 2D, notamment dans le cadre des
classifications supervisées, offrant des résultats plus fiables et adaptés a la complexité des données.
Cependant, pour améliorer encore la précision des délimitations des stocks, ce chapitre recom-
mande d’élargir la collecte de données sur une échelle géographique plus large et de combiner
différentes approches, telles que la génétique et la chimie des otolithes, afin d’obtenir une vision
plus complete et précise des unités de stocks. Cette approche intégrée permettrait de surmonter les
limites des méthodes individuelles et d’offrir une meilleure compréhension des dynamiques des
populations de poissons.
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Chapitre 4 Variations de la forme des otolithes entre especes
selon leur stade de développement, leur phylogénie et leur éco-
morphologie

4.1 Introduction du chapitre 4

Le chapitre 4 s’inscrit dans la continuité des chapitres précédents, qui ont exploré I'utilisation
de la forme des otolithes pour identifier des unités de stocks a différentes échelles spatiales et
au sein de diverses especes. Apres avoir montré, au chapitre 3, que 1’analyse 3D des otolithes
était plus précise et robuste que la méthode 2D dans I’identification des stocks, cette approche
est maintenant étendue a I’échelle interspécifique pour reconnaitre les individus de chaque espece
au sein d’un groupe d’especes. Ce passage de I’analyse intraspécifique a I’analyse interspécifique
permet de répondre a des questions fondamentales sur les liens entre la forme des otolithes et les
caractéristiques écologiques, biologiques et phylogénétiques des poissons.

Au chapitre précedent, nous avons vu comment la méthodologie des formes d’otolithes en 2D
et en 3D permettait déja de détecter des différenciations dans les populations au sein d’une espece,
confirmant I’importance de la forme des otolithes comme indicateur de la structure des stocks.
Le chapitre 3 a approfondi ces résultats en mettant en évidence la pertinence de 1’approche 3D
pour une analyse fine et précise de ces stocks. A travers cette progression, il est devenu évident
que les otolithes, en raison de leur capacité a refléter I’histoire individuelle et environnementale
des poissons, pouvaient offrir des perspectives nouvelles sur les relations entre les especes, leur
environnement et leurs dynamiques de population.

Les otolithes jouent un role clé dans I’identification des especes dans les études de chaines ali-
mentaires aquatiques. Leur forme unique et spécifique a chaque espece constitue un outil précieux
pour les chercheurs, notamment lorsqu’ils sont retrouvés intacts dans les contenus digestifs des
prédateurs. La morphologie des otolithes est suffisamment distincte pour permettre une classifica-
tion taxonomique précise, méme apres leur ingestion (CAMPANA, 2004)). Les otolithes résistent a
la digestion enzymatique, ce qui préserve leurs caractéristiques morphologiques (HARVEY et al.,
2000. En s’appuyant sur des bases de données de référence des formes d’otolithes, les scientifiques
peuvent reconstituer les réseaux trophiques et mieux comprendre les interactions écologiques dans
les écosystemes aquatiques (TUSET et al., 2008). Ainsi, 1’analyse des otolithes représente une mé-
thode fiable et largement utilisée pour €lucider les relations prédateur-proie dans les environne-
ments marins et dulcicoles.

Dans ces contextes, le chapitre 4 élargit I’analyse a des questions plus complexes, en cherchant
a comprendre si les otolithes peuvent non seulement distinguer les différentes especes, mais aussi
si leur forme reflete des traits écomorphologiques et phylogénétiques plus profonds. En prenant en
compte I’effet de 1I’ontogénie sur la forme des otolithes, ce chapitre se distingue par son approche
interspécifique, en tentant d’identifier des patterns communs mais aussi des spécificités propres
a chaque espece. Il représente ainsi une avancée dans I’utilisation des otolithes comme outils de
gestion des ressources marines et pour une meilleure compréhension des écosystemes. Le but de
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ce chapitre est d’estimer la précision de la forme 3D de I’otolithe comme outil d’identification
de chaque espece mais aussi de comprendre quels sont les traits ou caractéristiques des especes
permettant ces distinctions (figure 4. T)). En conséquence, la finalité de ce chapitre est d’estimer si a
partir de la forme 3D de I’otolithe, il est possible et jusqu’a quel niveau d’identifier I’espece et ses
caractéristiques ou traits d’histoires de vie (figure 4.I)). Cette approche permet de lier les résultats
des chapitres précédents a des problématiques écologiques et évolutives plus larges, et ouvre la voie
a des applications pratiques pour la conservation et la gestion des stocks de poissons. Les résultats
de ce chapitre 4 sont extraits de I’ouvrage publié en 2024 aux éditions Quae (MAHE et al.,2024) :
Kélig Mahé, Nicolas Andrialovanirina, Aurélie Matéos, Sébastien Couette, Laffont Rémi, Kirsteen
Mackenzie et Emilie Poisson Caillault. Identification des poissons par leurs otolithes en imagerie
3D. fr. Sous la dir. d’Editions QUAE. EAN13 9782759238651 Juin 2024.

Espece 1 Espece 2 Espece 3

Forme 3D

otolithe
? ? ?
Especes Phylogénie Ecomorphologie

FIGURE 4.1 — Exploration de la capacité de la forme 3D des otolithes a discriminer des especes
différentes, a refléter des relations phylogénétiques et a indiquer des caractéristiques écomorpholo-
giques spécifiques.

4.2 Identification d’especes et de leur écomorphologie en Manche
Mer Du Nord en utilisant la forme de leurs otolithes en 3D

4.2.1 Contexte et problématiques

La forme externe des otolithes permet d’identifier les différentes especes de poissons auxquelles
ils appartiennent. Ainsi, ces analyses sont utilisées lors d’études archéologiques (DISSPAIN et al.,
2016[; AGIADI, 2022) ou ciblées sur les relations proies-prédateurs au sein d’un réseau trophique
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(LOWRY, 2011]; STOCK et al., 2021|; QUIGLEY et al., 2023). Entre les especes (c’est-a-dire au
niveau interspécifique), il a été démontré qu’il n’existait pas de lien entre la taille des individus et
la taille de leurs otolithes (CAMPANA, 2005)). C’est ainsi que des poissons pélagiques comme le
thon ou I’espadon peuvent présenter des otolithes de petite taille; et a I’inverse, certaines petites
especes récifales peuvent avoir des otolithes de grande taille (CAMPANA, [2005). De méme, les
poissons présentant des qualités de nage rapide tendent a avoir des otolithes plus allongés que ceux
d’especes bentho-démersales (VOLPEDO et al., 2008|; TUSET et al., 2014)).

La forme externe du poisson évolue du stade d’ceuf a celui d’adulte. Sa morphologie change
donc au cours de sa vie. Ce processus de développement s’appelle 1’ontogénie. Si les facteurs gé-
nétiques et environnementaux sont des sources d’explications de la forme de I’ otolithe, ce principe
d’ontogénie joue lui aussi un role. Ainsi, pour un méme individu, la forme de 1’otolithe évolue au
cours de sa vie. Il faut donc tenir compte du stade de vie. Dans ce chapitre, plusieurs individus,
sélectionnés le long du gradient de taille observé dans le milieu naturel, par espece, couvrant tous
les stades de vie (juvéniles, jeunes adultes, adultes déja reproduits, etc.) sont présentés et analysés.
Les questions que nous cherchons a répondre sont les suivantes :

— Les especes de poissons sont-elles identifiables a partir de la forme 3D de leur otolithe ?

— Quelle est I'influence de I’effet ontogénique sur la forme 3D des otolithes au niveau inter-

spécifique ?

— La forme 3D des otolithes s’explique-t-elle par la phylogénie ?

— La forme 3D des otolithes peut-elle identifier les traits écomorphologiques spécifiques des

especes ?

— Peut-on estimer un trait de vie spécifique a I’espece a partir de la forme 3D de son otolithe ?

4.2.2 Méthodologie

Zone d’étude et échantillons

La Manche et la mer du Nord soutiennent une activité de péche commerciale tres importante,
tant en quantité de poissons qu’en nombre d’especes exploitées. Ainsi, parmi les 120 especes identi-
fiées en Manche-mer du Nord, une vingtaine d’entre elles représentent la quasi-totalité des especes
commerciales exploitées.

Puisque I’exploitation commerciale ne concerne trés majoritairement qu'une vingtaine d’es-
peces parmi les 120 identifiées en Manche-mer du Nord, les 22 especes de poissons (présentées
dans les figures 15 et 16 de I'introduction de la these, tableau les plus exploitées commercia-
lement ont été retenues en prenant de trois a cinq individus par espece afin de pouvoir comparer
les otolithes au sein d’une espece ou entre les especes. Le choix du nombre d’individus permet a
I’ensemble de la gamme de tailles de chaque espece d’étre représentée de maniere précise. Pour
les stades adultes, il s’agit d’individus de différentes tailles, sans se limiter aux méales ou aux fe-
melles. Parmi ces especes, il y a deux morphotypes différents que sont les poissons plats (Pleu-
ronectiformes), fortement en interaction avec le fond, et les poissons ronds ayant une interaction
moins forte avec le fond. De plus, ces especes vivent différemment dans la colonne d’eau : cer-
taines sont pélagiques et d’autres benthiques. Tous les prélevements d’individus ont été réalisés
par I’institut en particulier 1’équipe de 1’unité halieutique Manche-mer du Nord, a travers
des campagnes scientifiques réalisées sur le navire océanographique Thalassa. Ces échantillons ont
été prélevés en Manche et mer du Nord dans le cadre du suivi international des populations de
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poissons permettant d’évaluer 1’état de santé des populations commerciales de poissons. Les deux
campagnes scientifiques menées par 1Ifremer chaque année pour la France couvrant la Manche et
la mer du Nord ont été utilisées : International Bottom Trawl Survey en janvier et février)
et Channel Ground Fish Survey en septembre et octobre).

TABLE 4.1 — Etendue des longueurs et le nombre total des échantillons par espéces.

Espéces Nombre | LT minimale (cm) | LT maximale (cm)
Engraulis encrasicolus 5 7.0 15.1
Dicentrarchus labrax 5 359 65.7
Scophthalmus rhombus 5 21.0 59.0
Trachurus trachurus 5 6.1 394
Melanogrammus aeglefinus 5 14.2 73.2
Platichthys flesus 5 21.0 40.0
Chelidonichthys lucerna 5 10.8 29.7
Chelidonichthys cuculus 5 10.2 44.6
Clupea harengus 5 15.0 31.8
Limanda limanda 5 9.0 28.0
Microstomus kitt 5 154 40.7
Scomber scombrus 3 16.3 38.1
Merlangius merlangus 3 10.0 32.7
Gadus morhua 5 15.6 90.0
Pleuronectes platessa 5 10.0 43.5
Mullus surmuletus 4 13.7 33.3
Zeus faber 4 10.0 47.0
Sardina pilchardus 5 14.5 23.0
Solea solea 5 11.0 51.0
Sprattus sprattus 5 5.1 14.0
Trisopterus luscus 5 10.0 32.0
Scophthalmus maximus 5 15.0 65.0

Acquisition, reconstruction et standardisation des formes 3D

La méthode d’acquisition et de reconstruction est similaire a celle présenté dans le chapitre 1
(ANDRIALOVANIRINA et al.,|2024a) mais avec le microtomographe Bruker - Skyscan 1275. Celui-
ci possede un tube scellé avec un diametre de foyer de 5 um pouvant délivrer une tension allant
de 20 a 100 kV. Il permet une acquisition rapide pour des échantillons ayant un diametre pouvant
atteindre 96 mm, et d’une hauteur maximale de 120 mm.

La méthode de standardisation est également celle utilisé dans le chapitre 1 (ANDRIALOVANIRINA
et al.,[2024c). La méthode SPHARM]|a été appliquée en utilisant 11 harmoniques et en simplifiant
(par décimation) chaque maillage individuel a 1 000 vertex.
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Calcul des composantes principales de la forme 3D des otolithes

Pour synthétiser et visualiser les principaux motifs de variation de forme des otolithes entre les
especes, les coefficients issus de 1’analyse (harmonique sphérique ou spherical harmo-
nic) pour chaque individu ont été traités par une analyse en composantes principales (ACP). Cette
analyse statistique multivariée permet de construire de nouvelles variables (appelées composantes
principales ou [PCk), non corrélées entre elles, construites a partir des variables initiales (ici, les
coefficients SPHARM)), et résumant chacune un aspect donné de la variance initiale contenue dans
les données. Ces composantes sont ordonnées selon la quantité de variance qu’elles expliquent (la
premiere [PC| résumant plus de variance que la seconde, elle-méme plus que la troisieéme, et ainsi
de suite). A partir d’une série de variables initiales partiellement corrélées entre elles (ce qui est
souvent le cas en morphométrie), il est attendu que la variance initiale contenue dans une grande
quantité de variables puisse étre résumée efficacement par seulement quelques [PCk. 1l est ainsi pos-
sible de visualiser, au moyen de graphiques bivariés de [PCk, la dispersion des individus selon ces
[PCk, et de visualiser les différences ou ressemblances morphologiques entre ces individus. Chaque
composante résumant un aspect de variation morphologique, nous pouvons €galement visualiser
cet aspect de variation au moyen de maillages 3D théoriques (ne reflétant pas directement un in-
dividu réel) calculés aux extrémités de chacune des [PCk, ce qui permet d’interpréter les variations
de formes expliquées par chaque [PC| et partant, les différences ou ressemblances morphologiques
entre les individus.

Analyse ontogénétique et phylogénétique de la forme 3D des otolithes

Une distance Euclidienne entre chaque individu (c’est-a-dire chaque otolithe) a été calculée a
partir des composantes principales. Un dendrogramme a ensuite été construit a partir des résultats
de la classification hiérarchique agglomérative (R hclust, lien complet) basée sur cette matrice de
distance Euclidienne. Ce premier dendrogramme a pour but d’étudier si la forme 3D des otolithes
permet de discriminer les especes quel que soit leur stade de vie : effet ontogénique.

Des dendrogrammes ont été ensuite créés pour 2 niveaux taxonomiques en sélectionnant les
individus de stade de vie le plus élevée pour chaque espece pour évaluer I’effet phylogénétique.
L’ ordre correspond au Seme niveau taxonomique et la famille au 6eme respectivement dans la clas-
sification scientifique du monde vivant. Ces 2 arbres ont été comparée avec 1’arbre phylogénétique
des especes de poissons (RABOSKY et al., 2018).

Classification des traits dont ’espece a partir de la forme

Dans un premier temps, un classifieur de type forét aléatoire (R Random Forest, [RF) a été en-
trainé pour estimer le degré d’importance de chaque trait dans I’identification des especes de pois-
sons via les valeurs de[SHAP|(Shapley Additive exPlanations). Les traits ont été prises de I’étude de
BEUKHOF et al.,[2019|utilisant les bases de données de FishBase (FROESE et PAULY, [2019)) ainsi
que des suppléments de la littérature primaire. Les traits phylogénétiques (espece, genre, famille et
ordre) ont été retirés en entrée du classifieur car ils représentent les différents niveaux taxonomiques
des especes.

Dans un second temps, un classifieur par trait a été appris a partir des [PCk. 2 techniques de
classifications supervisées ont été testées : un 1 plus proche voisin ; des foréts aléatoires avec
un nombre d’arbres variant de 10, 20, 50 et 100. La base d’apprentissage a été construite a partir
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de 1 a 2 individus par espece; la base de généralisation a englobé tous les individus non appris.
Les expériences ont été répétées 10 fois afin d’avoir des bases d’apprentissage et de généralisation
différentes. De la méme facon, le nombre dem sélectionnées a été fixé a 10, 50 et la totalité (103)
correspondant a une variance expliquée de 78,5%, 97,2% et 100% respectivement.

Le taux de bonne reconnaissance a été calculé pour chaque expérience. Seront présentés par
la suite, le taux moyen sur la base d’apprentissage et celui sur la base de généralisation avec leur
écart-type ainsi que le taux de reconnaissance maximal en généralisation.

4.2.3 Résultats et discussion

Les especes de poissons sont-elles identifiables a partir de la forme 3D de leur otolithe ?

Les principaux criteres morphologiques d’un otolithe sont nombreux et comprennent la nature
et la complexité de son contour, sa forme générale (ronde, ovale, rectangulaire, etc.), la convexité
de la face interne proximale, la concavité de la face externe distale et enfin 1’épaisseur mesurable
en vues ventrale et dorsale. Pour comparer ces mesures de concavité, de convexité et d’épaisseur, la
vue ventrale est utilisée, car elle présente un bord moins découpé et moins variable que la vue dor-
sale, ou se trouvent généralement les parties lobées de 1’otolithe. Ainsi, la vue dorsale est I’un des
derniers criteres utilisés pour reconnaitre 1’espece, tandis que la face interne en vue proximale est
souvent la premiere observation de I’otolithe employée pour la déterminer, car elle permet de bien
observer le bord, mais aussi la partie appelée sulcus acusticus ou la membrane se fixe sur I’otolithe.
Cette zone est extrémement informative, et discriminante pour identifier I’espeéce a qui appartient
I’ otolithe analysé. Ce sulcus acusticus est plus ou moins au centre de la face interne et orienté selon
un axe antéro-postérieur commencant pres du bord postérieur par une zone appelée cauda, puis
continuant par une deuxieme zone appelée ostium et terminant enfin par le bord antérieur appelé
excisura. Cet excisura est extrémement important, car il relie le rostre a 1’antirostre, et cette zone
est particulierement différenciable entre des especes souvent trés proches en ce qui concerne la
taxonomie. Si la face interne proximale montre beaucoup d’informations morphologiques, la face
externe distale peut quant a elle compléter de facon significative les criteres morphologiques avec
la présence de lobes plus ou moins nombreux. Parmi les 22 principales especes de poissons de
Manche-mer du Nord (figure [I9), le saint-pierre est I’espece la plus facile a identifier, car c’est la
seule qui présente une forme atypique en « étoile », due a I’existence d’une créte postero-dorsale.
Cette forme générale est le premier critere a observer, car les otolithes montrent des formes en vues
proximale et distale pouvant aller du rond, au carré, en passant par le rectangle ou la forme allongée
(dite oblongue), qui se traduit finalement par un rapport entre la longueur et la largeur de 1’otolithe.

Le second critere d’identification de 1’espece est la présence du rostre et de 1’ antirostre, séparés
par un excisura (partie antérieure au niveau du sulcus) marqué, et donc montrant un renfoncement
au niveau de la forme. C’est le cas chez certains poissons ronds en particulier, comme le maquereau,
I’anchois, le hareng, le sprat, la sardine, les grondins rouge et perlon et le rouget barbet de roche. A
I’inverse, pour les poissons plats, quasiment aucun ne présente cette particularité anatomique. Les
caractéristiques du sulcus sont elles aussi extrémement intéressantes pour identifier les especes. Il
convient d’observer le ratio entre sa taille et celle de I’axe antéro-postérieur (chez le maquereau,
le chinchard et la morue par exemple), ou 2/3 de I’axe antéro-postérieur (chez la sardine, 1’églefin,
le turbot et la barbue par exemple) ou 1/3 de I’axe antéro-postérieur (chez la limande et le sprat
par exemple). En plus de sa taille, le sulcus, composé du cauda et de 1’ostium montre soit une
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continuité entre ces deux zones formant un sillon unique (chez le maquereau, le grondin et la sole),
soit deux sillons bien séparés sur 1’axe antéro-postérieur (chez la limande commune, la limande-
sole et la plie). Enfin, le sulcus peut étre un indicateur de I’espece en fonction de sa largeur et de
sa profondeur des sillons. Un autre critere observable sur la face interne proximale est la forme
externe plus ou moins complexe présentant éventuellement des lobes. Ces formes du contour sont
soit absentes (chez la sole, la limande et la plie), soit lobées (chez le cabillaud, le merlan et le
turbot par exemple), soit dentelées (chez 1’anchois, le flet, le sprat, les grondins rouge et perlon
par exemple). Sur la face distale externe, il peut aussi y avoir des bourrelés ou boursoufflements
lobés présents sur la face et non sur son contour (chez le tacaud et la morue par exemple). Si les
faces interne proximale et externe distale sont utilisées prioritairement pour distinguer les premiers
criteres d’identification de I’espece, il est nécessaire d’employer ensuite les vues ventrale et dorsale
pour observer la concavité tres marquée (chez le bar, les grondins rouge et perlon et le rouget barbet
par exemple), soit, a ’inverse, quasiment absente (chez la limande, la plie, le hareng et le sprat
par exemple). Le second critere a observer sur ces faces est I’épaisseur de 1’otolithe traduisant sa
hauteur, qui est soit importante (chez le tacaud, le sprat et le saint-pierre par exemple), soit mince
(chez le merlan et le maquereau par exemple).

Une analyse en composantes principales utilisant les coefficients de Fourier 3D individuels is-
sus de I’analyse SPHARM]a été réalisée pour visualiser les différences et similarités de forme entre
les especes. Les figures 4.2] et 3] reportent la projection des individus sur les quatre premiéres
composantes principales de 1JACP| qui résument plus de 60% des variations de forme contenues
dans les coefficients. Ces analyses graphiques permettent de comprendre les différences entre es-
peces, mais aussi de voir quelles sont les especes les plus proches de celle identifiée comme étant
la plus probable, et d’affiner au besoin notre jugement.
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FIGURE 4.2 — Représentation graphique des composantes principales PC1 et PC2 des différences
entre la forme 3D des otolithes des 22 principales especes de Manche-mer du Nord. Chaque indi-
vidu analysé est représenté par un point coloré, et tous les individus d’une espece sont délimités
par une enveloppe convexe (polygone). La forme théorique pour chaque espece a été reconstruite
pour aider visuellement a comprendre les criteres morphologiques rapprochant certaines especes
entre elles. Pour appréhender les différences expliquant chaque axe graphique appelé [PC| trois
vues (proximale, distale et ventrale) sont exposées avec un code couleur allant du bleu foncé (pas
de différence) au rouge (différence la plus importante).



Le premier axe graphique PC1 est expliqué essentiellement par la zone centrale représentant
le sulcus (figure 4.2). L’axe PC2 quant a lui montre bien que la zone du rostre et antirostre, avec
I’excisura au milieu, est un critere trés important de discrimination des especes. Enfin, les axes
graphiques PC3 et PC4 indiquent des différences sur toutes les vues, et en particulier dans les vues
et pas uniquement sur le contour extérieur de la vue proximale utilisé classiquement en analyse 2D

(figure [4.3)).
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FIGURE 4.3 — Représentation graphique des composantes principales PC3 et PC4 des différences
entre la forme 3D des otolithes des 22 principales especes de Manche-mer du Nord. Chaque indi-
vidu analysé est représenté par un point coloré, et tous les individus d’une espece sont délimités
par une enveloppe convexe (polygone). La forme théorique pour chaque espece a été reconstruite
pour aider visuellement a comprendre les criteres morphologiques rapprochant certaines especes
entre elles. Pour appréhender les différences expliquant chaque axe graphique appelé [PC| trois
vues (proximale, distale et ventrale) sont exposées avec un code couleur allant du bleu foncé (pas
de différence) au rouge (différence la plus importante).
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Quelle est ’influence de I’effet ontogénique sur la forme 3D des otolithes au niveau interspé-
cifique ?

Leffet ontogénique se traduit par I’évolution morphologique de I’ otolithe au cours de la vie du
poisson selon des processus physiologiques en dehors des effets génétiques et environnementaux.
Le dendrogramme des 22 especes étudiées de Manche-mer du Nord (figure [4.4) montre que tous les
individus de chaque espece ne sont pas tous regroupés ce qui montre bien qu’au sein d’une espece,
il y a un effet ontogénique plus ou moins marqué selon les especes traitées.

Parmi les 22 especes, 5 especes sont bien séparées des autres montrant un effet ontogénique né-
gligeable (Figure[d.4]: Merlangius merlangius, Trisopterus luscus, Zeus faber, Scomber scombrus,
Sprattus sprattus). 1l est a noter que pour les 2 especes de grondins (Chelidonichthys lucerna et
Chelidonichthys cuculus), elles sont séparées des autres especes mais mélangées entre elles. Pour
toutes les autres especes soit 15 especes (figure {.4), les individus sont mélangés. Par exemple, le
cas de I’anchois (Engraulis encrasicolus) montre une séparée nette entre les 3 individus apparte-
nant aux plus jeunes stades de vie versus les 2 plus vieux stades de vie. Ces résultats indiquent que
I’ontogénie (ou niveau de 1’évolution morphologique de 1’otolithe au cours de la vie du poisson)
est un facteur essentiel a prendre en compte dans I’utilisation de la forme 3D des otolithes.
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FIGURE 4.4 — Dendrogramme des 22 especes étudiées de Manche-mer du Nord. Chaque espece
(représentée par une couleur unique) est représentée par plusieurs individus, identifi€é chacun par
le nom latin de I’espece puis un chiffre montrant sa position dans les stades de vie (1 étant le plus
petit stade de vie et 5 le plus grand stade de vie).
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La forme 3D des otolithes s’explique-t-elle par la phylogénie ?

Pour limiter au maximum I’effet ontogénique et ainsi caractériser 1’effet phylogénétique avec
précision, seul I’'individu présentant le stade de vie le plus avancé est considéré.

Les 22 especes sont représentées par 6 genres et 12 familles. Une analyse comparée de classi-
fication hiérarchique de la forme 3D de I’otolithe et phylogénique en fonction de 2 niveaux taxo-
nomiques a été réalisée (figure [@.5). Parmi les 6 ordres représentés, 4 sont bien groupés et seuls 2
genres sont mélangés (Clupéiformes et Perciformes) (figure {.5)). A un niveau taxonomique plus
fin c’est-a-dire la famille, parmi les 12 testées, seule la famille des Clupeidae est mélangée ce qui
montre une tres bonne reconnaissance de 1’espece a partir de la forme 3D de I’ otolithe. Cependant,
beaucoup de familles ne sont représentées que par 1 seule espece (figure d.5]: 7 familles) et donc
cette premiere analyse devra €tre confirmée dans le futur avec des jeux de données beaucoup plus
importants.
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La forme 3D des otolithes peut-elle identifier les traits écomorphologiques spécifiques des
especes ?

Les otolithes permettent aux poissons de détecter les stimulations auditives et vestibulaires
(PANFILI et al., 2002). La science appelée écomorphologie est basée sur le fait que la forme est le
résultat d’une adaptation fonctionnelle a I’environnement (FEILICH et LOPEZ-FERNANDEZ,2019).
Les especes démersales (poissons vivant au milieu de la colonne d’eau) et benthiques (especes vi-
vant sur le fond), du fait du faible niveau de visibilité par rapport a la surface, ont développé beau-
coup plus leur audition que les especes pélagiques (especes vivant en haut de la colonne d’eau, prés
de la surface) (LYCHAKOV et REBANE, |2005|; WRIGHT et al.,2010). Une étude d’écomorphologie
basée sur des especes de poissons observés entre 200 et 750 m de fond montre qu’il existe une cor-
rélation positive entre profondeur et taille des otolithes (CRUZ et LOMBARTE, 2004|; LOMBARTE
et CRUZ, 2007). La relation entre la forme et la taille de 1’otolithe et les fonctions de mécanorécep-
tion et de transduction du son a également été abordée dans plusieurs études (GAULDIE et NELSON,
1990; POPPER et LU, |2000|; SCHULZ-MIRBACH et al.,2011|; INOUE et al.,2013). Les conclusions
laissent a penser que les poissons vivants au fond présentent des otolithes plus grands que ceux des
especes pélagiques, ce qui est une conséquence du développement de leur capacité d’écoute et de
communication (supérieur a celui de la capacité de vision). De plus, les poissons pélagiques pos-
sedent des otolithes plus éffilés avec des rostres bien prononcés par rapport aux poissons démersaux
plus arrondis. Ces caractéristiques de forme et de taille des otolithes seraient aussi la conséquence
de leur role dans la nage, au travers de la fonction vestibulaire, car les poissons ayant des capacités
de nage tres rapide avec de fortes accélérations présentent des otolithes tres petits (LYCHAKOV et
REBANE, 2005).

En reprenant I’analyse en composantes principales utilisant les données individuelles et regrou-
pées par morphotype (poissons ronds et plats) ou par habitat (especes pélagiques, démersales et
benthiques) pour les 22 principales especes de la Manche-mer du Nord, les morphotypes ou 1’habi-
tat discriminent bien la forme 3D des otolithes (figure 4.6] A et B). Ainsi, les otolithes de poissons
plats se distinguent relativement bien des poissons ronds (figure B). De méme, selon le milieu
(pélagique, démersal ou benthique) dans lequel vivent les poissons, leur adaptation fonctionnelle
influence particulierement la forme de leur otolithe (figure 4.6 A). Il est a noter que pour les 6 es-
peces de poissons démersaux, dont 4 appartiennent essentiellement a la famille des gadidés (morue,
merlan, églefin, tacaud commun, bar, saint-pierre), il n’y a pas de recouvrement entre les especes.

La forme 3D de I’otolithe discrimine tres bien les groupes de poissons en fonction de la forme
de leur nageoire caudale (figure 4.6|C). Les nageoires caudales des poissons étudiés ici sont homo-
cerques, avec une forme symétrique et sans prolongement des vertebres dans 1’un des lobes. Bien
que la nageoire homocerque produise principalement une poussée vers I’avant, elle permet aussi
des changements rapides de direction et de vitesse, renfor¢ant ainsi 1’agilité du poisson (GOSLINE,
1971]; LAUDER, |1989). Les poissons a corps et nageoires caudales effilés, comme les maquereaux,
utilisent une nageoire caudale fourchue, optimisée pour la vitesse méme dans dans les eaux a forte
courant (WEBB, |1984; KEAT-CHUAN NG et al., 2017). En revanche, les poissons avec des na-
geoires arrondies privilégient la maniabilité a la vitesse, ce qui est idéal pour des environnements
(GERSTNER, |1999; BLAKE, 2004). Enfin, les nageoires caudales tronquées, qui se terminent par
un bord droit, offrent un compromis entre propulsion et maniabilité, facilitant les déplacements
dans des habitats complexes comme les récifs coralliens et les zones a végétation dense (WEBB,
1984).
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Enfin, la forme 3D de I’otolithe permet d’identifier une tendance du type d’alimentation de
I'espece (figure[d.6D). Cependant, le type d’alimentation est li¢ a la position dans la colonne d’eau
et 1ié¢ au niveau du stade de vie (c’est-a-dire le type d’alimentation pour une espece peut évoluer
au cours de la vie du poisson). Ainsi, il y a beaucoup de confusions potentielles dans le type
d’alimentation. Ce trait de vie devra étre analysé dans le future avec un échantillon plus important
et plus précis.
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FIGURE 4.6 — Représentation graphique des composantes principales PC1 et PC2 des différences
entre la forme 3D des otolithes des especes de poissons selon divers écomorphologie. A : La po-
sition du poisson dans la colonne d’eau; B : La forme du poisson; C : La forme de la nageoire
caudale du poisson en lien avec son déplacement; D : Le mode d’alimentation du poisson. Chaque
espece est représentée par un polygone d’une couleur et chaque point correspond a un individu de
I’espece analysée (pour chaque espece représentée, le type d’alimentation est le méme pour tous
les plusieurs individus car I’information individuelle n’est pas connue, cependant, le changement
d’alimentation au cours de la vie du poisson pour une espece donnée est fréquent).
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Peut-on estimer un trait de vie spécifique a I’espéce a partir de la forme 3D de son otolithe ?

La figure [4.7) a été extraite a partir d’une analyse basée sur la matrice d’importance
calculée en sortie d’un apprentissage d’une forét aléatoire avec en entrée les traits de vie sans les
niveaux taxonomiques et en sortie les especes.

Diamétre des ceufs

Fécondité

Rapport hauteur/surface nageoire caudale
Niveau trophique moyen

Age a maturité

Forme nageoire caudale

Age maximal

Longueur maximale observée
Longueur infinie calculée
Coefficient de croissance
Forme du poisson

Habitat

Mode d'alimentation

|

©
o
s
—_
o
oS
-
o
o

0.25 0.50 0.75
Importance (moyenne|SHAP|)

FIGURE 4.7 — Degrés de I’importance des traits dans la classification des especes.

Les principaux traits de vie sont le diametre des ceufs, la fécondité, le rapport hauteur/surface
de la nageoire caudale, et le niveau trophique moyen de ’espece (figure {.7).

A partir de 1a forme 3D des otolithes, 2 classifieurs ont été utilisés pour estimer les traits de vie
des especes. Parmi ces 2 classifieurs, 1 plus proche voisin montre les meilleurs résultats en
lien étroit avec la taille restreinte de la base utilisée.

Ces résultats montrent que la forme 3D de I’ otolithe peut étre utilisée pour identifier les traits de
vie des especes considérées avec une estimation supérieure a 75% (tableau[d.2)). Ceci est un résultat
tres intéressant ouvrant de grandes perspectives dans le futur dans I’utilisation de la forme 3D des
otolithes.
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TABLE 4.2 — Taux de prédiction correct des différents labels de chaque trait a partir de la forme
3D des otolithes par un classifieur 1-plus-proche-voisin. La lere colonne reprend les degrés d’im-
portance (IMP.) des traits pour caractériser la forme, la 3¢me spécifie le nombre de labels encodés
pour chaque trait de vie.

1 plus proche voisin (]KNN[) : entrées |PC| Forme 3D - sortie : labels trait
. Taux global de bonne reconnaissance
Degré . . Nb. - ———

IMP. Trait de vie Labels apprentissage généralisation
Taux moyen | Taux Taux
moyen max.

1,25 Diameétre des ceufs 18 0.81 +£0.22 | 0.56+0.13 | 0,77
0,74 | Fécondité 22 0.82+021 | 0.56+0.13 | 0,77
0,73 | Rapport hauteur/surface nageoire caudale | 22 0.83+£0.2 0.56 £0.13 | 0,77
0,61 | Niveau trophique moyen 20 0.8 £0.23 0.57+£0.12 | 0,77
0,57 | Age a maturité 15 0.83+0.2 0.60+0.13 | 0,80
0,50 | Forme nageoire caudale 3 095+0.08 | 090%+0.07 | 1,00
0,41 Age maximal 17 0.82+0.23 | 0.57+0.12 | 0,77
0,40 Longueur maximale observée 20 0.83+0.2 0.57+0.12 | 0,77
0,38 Longueur infinie calculée 22 0.82+0.21 | 0.56+0.13 | 0,77
0,31 Coefficient de croissance 22 0.82+0.21 | 0.56+0.12 | 0,77
0,23 Forme du poisson 2 0.97+0.06 | 0.93+0.04 | 0,97
0,17 | Habitat 3 095+0.08 | 0.92+0.06 | 0,98
0,16 Mode d’alimentation 4 092+0.12 | 0.85+0.09 | 0,97
Espece 22 0.83+0.21 | 0.57+0.12 | 0,77

Genre 20 0.83+0.21 | 0.63+0.15 | 0,83

Famille 6 0.9+0.13 0.77+£0.11 | 0,92

Ordre 6 093+0.11 | 0.87+0.09 | 0,97
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TABLE 4.3 — Taux de prédiction correct des différents labels de chaque trait a partir de la forme
3D des otolithes par un classifieur de type Forét aléatoire. La lere colonne reprend les degrés
d’importance (IMP.) des traits pour caractériser la forme, la 3¢me spécifie le nombre de labels

encodés pour chaque trait de vie.

Forét aléatoire (Random Forest) : entrées Forme 3D - sortie : labels trait

Taux global de bonne reconnaissance

Degré . . Nb. - ———

IMP. Trait de vie Labels apprentissage généralisation
Taux moyen | Taux Taux
moyen max.

1,25 | Diametre des ceufs 18 1.00+0.01 | 0.23£0.13 | 0,55
0,74 | Fécondité 22 1.00+0.01 | 0.24+£0.17 | 0,62
0,73 | Rapport hauteur/surface nageoire caudale | 22 1.00£0 0.25+£0.17 | 0,63
0,61 | Niveau trophique moyen 20 1.00£0.01 | 0.24+£0.16 | 0,62
0,57 | Age a maturité 15 1.00£0.01 | 0.27+0.13 | 0,60
0,50 Forme nageoire caudale 3 1.00+0.01 | 0.66+0.16 | 0,92
0,41 | Age maximal 17 1.00£0.01 | 0.26 £0.15 | 0,63
0,40 Longueur maximale observée 20 1.00+0 0.25+0.15 | 0,62
0,38 Longueur infinie calculée 22 1.00+£0.01 | 0.24+0.17 | 0,62
0,31 Coefficient de croissance 22 1.00+£0.01 | 0.24+0.16 | 0,57
0,23 | Forme du poisson 2 1.00+0.01 | 0.77+£0.11 | 0,98
0,17 | Habitat 3 1.00£0.01 | 0.68+0.18 | 0,97
0,16 Mode d’alimentation 4 1.00+0.01 | 0.61+0.15 | 0,92
Espece 22 1.00+0.01 | 0.24+£0.17 | 0,68

Genre 20 1.00+0.01 | 0.31+£0.19 | 0,72

Famille 6 1.00+0.01 |046+0.18 | 0,85

Ordre 6 1.00£0.01 | 0.63+£0.19 | 0,98
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4.3 Synthese du chapitre 4

Ce dernier chapitre présente une analyse approfondie de la forme 3D des otolithes de poissons
de I’écosysteme Manche-sud Mer du (figure 4.8), avec un focus sur leur capacité a identifier les
especes et leurs traits de vie spécifiques, en tenant compte de 1’effet ontogénique (i.e. évolution de
la forme de I’otolithe au cours de la vie du poisson en réaction a des processus de développement ;
MILLE, 2015); MAHE, 2019). Les résultats démontrent que la forme 3D des otolithes est un outil
puissant pour la reconnaissance des especes, en particulier lorsqu’on prend en considération 1I’évo-
lution morphologique des otolithes tout au long de la vie du poisson. Ce processus ontogénique
peut influencer les analyses, mais les résultats de la forme 3D montrent qu’ils integrent I’effet de
ces changements ontogéniques et de ce fait permettent d’identifier les différences phylogénétiques
entre les especes beaucoup plus précisément que les résultats obtenus de la forme 2D des otolithes.

|
Forme 3D de l'otolithe

des 22 espéces de la
Manche - sud Mer du Nord
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FIGURE 4.8 — Analyse de la forme des otolithes en relation avec les especes, la phylogénie, et
I’écomorphologie des poissons. A gauche, une identification d’especes de poissons en fonction
de la forme 3D de leurs otolithes. Au centre, un dendrogramme met en évidence les relations
évolutives des especes a travers la forme des otolithes. A droite, une approche écomorphologique
différencie des groupes de poissons selon leur forme d’otolithe en fonction de leur habitat : poissons
plats vs. ronds, et poissons benthiques vs. pélagiques.

Les analyses morphologiques des otolithes, telles que la forme générale, la présence du sul-
cus acusticus et 1’épaisseur des otolithes, sont fondamentales pour différencier les especes. Par
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exemple, des especes comme le maquereau ou la sardine présentent des caractéristiques distinctes
du sulcus acusticus qui permettent de les identifier. De plus, I’analyse des otolithes en 3D révele des
corrélations intéressantes entre la forme des otolithes et les traits de vie des poissons, notamment en
fonction de leur niveau dans la colonne d’eau (pélagique, démersal, benthique). Les poissons vivant
dans des habitats plus profonds, comme les especes démersales, ont des otolithes plus grands, tan-
dis que les poissons pélagiques possedent des otolithes plus complexes, adaptés a des mouvements
rapides et agiles dans les eaux de surface.

L’effet ontogénétique est également pris en compte, montrant que les formes 2D des otolithes
des jeunes individus different significativement de ceux des individus adultes (LLEONART et al.,
2000 ; CARDINALE et al.,2004/; MERIGOT et al., 2007 ; MAHE, 2019). Cela nécessite de se concen-
trer sur les individus adultes post-premiere maturité sexuelle pour limiter au maximum les biais liés
au stade de vie des individus lors de I’identification des especes. L’analyse des groupes phylogéné-
tiques a I’aide des formes 3D des otolithes a permis de distinguer les différentes familles et ordres
de poissons, avec des résultats prometteurs pour une classification précise des especes en prenant
en compte les différents stades de vie des especes étudiées.

Enfin, I’ utilisation de la forme 3D des otolithes pour estimer les traits de vie des especes, comme
la fécondité, le diametre des ceufs, et le type de nageoire, ouvre de nouvelles perspectives pour la
compréhension de 1’écologie des poissons. Cette approche permet une estimation supérieure a 75
% de la classification des traits de vie des especes étudiées, suggérant que la forme des otolithes
peut étre utilisée non seulement pour identifier les especes, mais aussi pour €clairer leurs compor-
tements écologiques et leurs adaptations fonctionnelles. Ces résultats offrent ainsi des perspectives
intéressantes pour la gestion et la conservation des ressources marines a travers 1’analyse des oto-
lithes en 3D. Dans un futur proche, on pourrait penser qu’en analysant la forme 3D de 1I’otolithe, il
serait possible d’identifier les différents traits d’histoire de vie de I’individu de facon tres précise.
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Chapitre 5 Discussion et perspectives

La forme de I’otolithe chez les poissons évolue tout au long de leur vie, influencée par leur
ontogénie et leur environnement. Le facteur génétique, spécifique a chaque espece, détermine éga-
lement la forme de leur otolithe. Dans cette theése, ces variations de forme des otolithes ont été
explorées, se focalisant sur des especes tempérées (Manche-mer du Nord, mer Méditerranée) mais
aussi tropicales (Océan Atlantique : golfe de Guinée; Océan Indien : 1le de La Réunion) et analy-
sant des images 2D mais également 3D. Les facteurs pouvant influencer cette forme étudiés com-
prennent 1’asymétrie de I’ oreille interne (cOtés gauche et droite) et des facteurs environnementaux
en examinant les variations de forme des otolithes en fonction de I’espece, de sa phylogénique et de
son écomorphologie. De plus, en dehors de résultats obtenus en biologie, il y a eu beaucoup de re-
cherche et de développement autour des méthodes d’acquisition 2D et 3D et des classifieurs utilisés.

La these a exploré une approche novatrice pour I’analyse des otolithes, notamment en 3D, afin
d’étudier leur morphologie, d’analyser leur asymétrie, et d’identifier les especes et leurs stocks
halieutiques.

Elle a d’abord posé les bases de la standardisation des images d’otolithes, essentielle pour ga-
rantir des analyses comparables entre différentes bases de données de routine 2D, mais également
entre le 2D et le 3D. Un outil open source a été développé pour automatiser ce processus, permettant
de corriger les biais li€s a ’acquisition des images. Cette standardisation a été une étape majeure,
facilitant I’harmonisation des données issues de différentes institutions et d’especes variées. Cepen-
dant, des limitations subsistent, notamment pour les images a fond clair ou le contraste est faible,
révélant un besoin d’amélioration dans le traitement adaptatif des contrastes. En 3D, la reconstruc-
tion a I’aide de la microtomographie a offert une représentation précise des structures externes des
otolithes, bien que le processus soit plus long et coliteux que I’analyse 2D. Cette premiere étape a
jeté les bases pour des analyses plus complexes explorées dans les autres chapitres.

Ensuite, la thése a mis en évidence une asymétrie significative en 3D entre les otolithes gauche
et droit chez le rouget barbet de vase, une observation non détectable avec des approches 2D.
Cette asymétrie, concentrée au niveau du sulcus acusticus, souligne I’importance de considérer la
dimension tridimensionnelle pour évaluer précisément les unités de stocks. Cette analyse 3D, en
allant au-dela des limites des projections 2D, s’est révélée cruciale pour détecter des différences
géographiques subtiles entre stocks. Toutefois, ces avancées ont montré que I’approche nécessite
un échantillonnage plus étendu afin de réduire les biais liés a la variabilité des environnements.

Puis, la theése s’est appuyée sur ces bases pour mener une étude multi-échelle géographique,
explorant la structuration des stocks 2 travers les analyses 2D et 3D. A petite échelle, notamment a
La Réunion, des unités de gestion distinctes ont été identifiées pour des especes comme le vivaneau
rubis, en lien avec des habitats différenciés. En méditerranée, 1’analyse 3D a renforcé la détection
des stocks, mettant en évidence des barrieres physiques telles que le détroit de Sicile. Ces résultats
démontrent que la méthode tridimensionnelle est plus optimale pour délimiter les stocks halieu-
tiques, bien que des confusions subsistent dans les classifications et les clustering. Par exemple, la
méthode Random Forest s’est distinguée par sa fiabilité dans les approches supervisées, tandis que
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a montré ses limites avec un fort taux de bruit. Ces observations soulignent I’importance
de combiner des approches multidimensionnelles et d’élargir 1’échantillonnage pour garantir des
conclusions robustes. En complément, coupler ces analyses a des méthodes comme la génétique
ou la microchimie pourrait enrichir la compréhension des réponses biologiques et écologiques des
poissons, offrant une vision plus complete des dynamiques des stocks.

Enfin, la these a exploré les corrélations entre la forme 3D des otolithes et les traits de vie des
poissons. Les analyses ont démontré une capacité accrue a identifier les especes en intégrant les
effets ontogéniques. Par exemple, la prise en compte de 1’évolution morphologique des otolithes au
cours de la vie du poisson a permis d’affiner la classification des especes et des traits écologiques.
Ces résultats illustrent que 1’analyse 3D s’est avérée optimale a plus de 75% pour estimer les traits
de vie, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives pour la gestion durable des ressources marines. Cette
méthode permet également d’étudier les adaptations écologiques et fonctionnelles des especes en
relation avec leur habitat et leur comportement, enrichissant les conclusions issues des analyses
précédentes.

En somme, la these met en lumiere les avantages des analyses 3D pour surmonter les limita-
tions des approches traditionnelles en 2D. Chaque chapitre a apporté une contribution essentielle,
depuis la standardisation des données jusqu’a I’analyse approfondie des traits de vie. La these est
marquée par différentes approches transdisciplinaires, établissant des connexions étroites entre les
enjeux méthodologiques et les résultats biologiques ainsi qu’écologiques. Toutefois, des efforts
supplémentaires sont nécessaires pour résoudre les limitations liées a I’échantillonnage, au coft et
a la complexité des analyses 3D. Cette discussion integre les principaux résultats de la these tout
en offrant des perspectives pour renforcer et étendre les travaux futurs.

Comment standardiser et extraire les informations de la forme
des otolithes a partir de leurs images en 2D et 3D pour assurer
une analyse précise et reproductible ?

Chaque année, pres d’un million d’otolithes sont collectés a travers le monde pour princi-
palement I’estimation de 1’age des poissons, mais également pour étudier leur écologie et leur
biologie. Cependant, le traitement et 1’analyse de ces données massives posent un défi en raison
de la variabilité inhérente aux méthodes d’acquisition d’images et aux caractéristiques des oto-
lithes eux-mémes. Dans ce contexte, les méthodes de standardisation présentées dans cette these
(ANDRIALOVANIRINA et al., 2023b|; ANDRIALOVANIRINA et al., |[2024a; ANDRIALOVANIRINA
et al.,|2024c) offrent une solution prometteuse pour augmenter le nombre de données normalisées
et traitables. Grace a I’automatisation des algorithmes, ces méthodes permettent de traiter rapide-
ment et efficacement les images d’otolithes, garantissant ainsi une cohérence et une comparabilité
accrues des données entre différentes études.

Les algorithmes automatisés utilisés dans ces méthodes de standardisation permettent égale-
ment I’extraction automatique de descripteurs de forme, qu’ils soient univariés ou multivariés. Ces
descripteurs, qui incluent des mesures de taille, de forme et de complexité structurelle, sont es-
sentiels pour comprendre les variations morphologiques des otolithes en réponse a divers facteurs
environnementaux et biologiques. L’ automatisation de I’extraction de ces criteres réduit non seule-
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ment le temps et les efforts nécessaires a 1’analyse, mais améliore également la précision et la
reproductibilité des résultats (LECUN et al.,[2012). En conséquence, ces méthodes constituent une
avancée significative pour la recherche en morphométrie, permettant une meilleure utilisation des
grandes bases de données d’otolithes disponibles.

Le passage de I’analyse en 2D a I’analyse en 3D ouvre de nouvelles perspectives pour I’extrac-
tion de caractéristiques morphométriques plus complexes. Par rapport aux images 2D, 1’analyse 3D
permet d’extraire des mesures volumétriques de la forme globale mais aussi le volume du sulcus, de
maniere plus reproductible et précise. Cette capacité a analyser des structures en trois dimensions
est particulierement importante pour les études de croissance et de développement, ou les informa-
tions volumétriques et de profondeurs fournissent des indices supplémentaires sur les populations
étudiées (ROHLF et SLICE, 1990). En résumé, les méthodes développées dans cette these offrent un
potentiel considérable pour étendre les capacités de recherche morphométrique a un large éventail
de disciplines et d’applications.

Enfin, au-dela de leur application a I’analyse des otolithes, ces méthodes de standardisation
pourraient étre étendues a d’autres domaines des sciences biologiques et environnementales. Par
exemple, elles pourraient étre utilisées pour standardiser les images de la forme des poissons ou
d’autres organismes marins, y compris les plantes aquatiques, les ceufs, et les larves. Dans le cadre
de la reconnaissance des especes ou de I’étude des stades de développement, 1’ utilisation de ces mé-
thodes permettrait d’obtenir des images individuelles standardisées, facilitant ainsi la comparaison
entre différents individus ou populations (KUHL et GIARDINA, |1982).

Quel prétraitement favorisé pour I’acquisition d’images en 2D ?

Pour garantir que I’image initiale soit relativement standardisée lors de I’acquisition, plusieurs
étapes préliminaires pourraient étre minutieusement planifiées et exécutées. Cela pourrait éviter
une ou plusieurs étapes de la standardisation par exemple ou augmenter le nombre d’images stan-
dardisées issus d’une base de données de routine.

Premierement, il faudrait uniformiser 1’éclairage sur les otolithes. Assurer un éclairage homo-
gene et diffus afin d’éviter les ombres et les réflexions qui pourraient altérer les détails visuels des
otolithes. L’utilisation de sources lumineuses a (diode électroluminescente ou light-emitting
diode) avec un diffuseur peut aider a atteindre une distribution uniforme de la lumiere. L’intensité
de I’éclairage doit étre constante a travers toutes les sessions de capture d’images pour maintenir la
cohérence des conditions de prise de vue (MARTI-PUIG et al., 2020).

Deuxiemement, il est recommandé aussi de standardiser la configuration de la caméra et des
parametres d’acquisition. Des parametres de caméra fixes, incluant I’ouverture, la vitesse d’obtura-
tion, la balance des blancs, et la sensibilité (International Organization for Standardization)
pourraient étre utilisés pour éviter les variations dans les captures d’images. Une résolution suffi-
samment élevée pourrait étre choisie pour capturer les détails fins des otolithes tout en évitant les
fichiers excessivement lourds qui pourraient compliquer le traitement des données.

Ensuite, une étape de positionnement et d’orientation unique serait nécessaire comme utiliser
un support de montage qui maintient 1’otolithe dans une position fixe et reproductible. Cela réduit
les variations dues a des changements d’angle ou de position entre les échantillons. Tous les oto-

1. Une norme qui détermine la sensibilité du capteur a la lumiere, influengant ainsi la qualité et la luminosité de
chaque image capturée.
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lithes seront orientés de la méme maniere par rapport a la caméra. Cela peut €tre facilité par des
marquages ou des guides sur le support de montage (KALISH et al.,|1995)).

Autre point possible a rajouter au protocole est I’emploi d’une charte de couleurs et une regle
dans le champ de vision pour calibrer les couleurs et les dimensions des images. Cela permettrait
une comparaison plus précise entre les images en termes de coloration (WANG, 2010).

Finalement, un logiciel unique et standard pour I’acquisition d’images permettrait de sauvegar-
der et de rappeler des profils de configuration spécifiques. Cela garantit que toutes les images sont
prises avec les mémes parametres. Des processus automatisés par especes pourront étre par la suite
appliqués. Les étapes de traitement initial des images, telles que la conversion en niveaux de gris ou
la binarisation, pourront étre réalisées automatiquement par le logiciel, par exemple, pour minimi-
ser I’intervention manuelle et les erreurs potentielles (LOPEZ-ESCAMEZ et al.,|1993). Des ateliers
comme WKNARC]l et WKNARCR (Workshop of National Age Readings Coordinators) ont été
organisés pour améliorer 1’ Assurance Qualité a 1’échelle européenne, en révisant les méthodes de
préparation, le développement de techniques, et les méthodes de validation (VITALE et al.,2019).
Le groupe de travail (Working Group on Biological Parameters) a été formé pour co-
ordonner et mettre en ceuvre des méthodes d’ Assurance Qualité rigoureuses pour les parametres
biologiques utilisés dans 1’évaluation des stocks. Différents outils, comme des feuilles de calcul
avec des scripts R ou des plateformes en ligne comme SmartDots, sont utilisés pour faciliter I’éva-
luation et la standardisation des estimations d’age et donc des images d’otolithes acquises pour la
routine (VITALE et al.,[2019)).

Descripteurs de la forme de I’otolithe en 2D et en 3D

L’analyse des formes 2D et 3D des otolithes nécessite 1’utilisation de descripteurs qui peuvent
étre comparés de maniere fiable entre ces deux dimensions, tout en capturant les aspects essentiels
de la croissance et de la morphologie des otolithes.

Parmi ces descripteurs, les mesures univariées comme la taille et le poids sont fréquemment
utilisées pour évaluer la croissance des otolithes. Cependant, bien que la taille ou le poids soit
des indicateurs directs de la croissance, ils sont souvent considérés comme de mauvais proxys de
la forme globale en 3D en raison des limitations liées a la précision des balances et a la varia-
bilité des densités matérielles des otolithes (CAMPANA et CASSELMAN, [1993)). De plus, le poids
peut étre influencé par des facteurs externes, tels que I’accumulation de minéraux ou des dom-
mages, qui ne refletent pas nécessairement la forme ou la croissance réelle de I’otolithe. Les des-
cripteurs de forme, tels que les indices de forme (ou ratios entre 2 descripteurs univariés), offrent
une meilleure représentation de la forme globale des otolithes. Ces descripteurs sont relativement
faciles a obtenir et fournissent une approximation de la forme qui est souvent suffisante pour des
analyses de base (ZELDITCH et al., 2004). Cependant, il est important de noter que les ratios et
les descripteurs univariés, bien qu’utiles, ne peuvent pas capturer toute la complexité des formes
d’otolithes, en particulier pour les otolithes qui présentent une morphologie lobée ou irréguliere.
La précision des informations obtenues a partir de ces descripteurs est donc limitée lorsqu’il s’agit
de décrire des formes complexes (BOOKSTEIN, [1992)). L’utilisation exclusive de données univa-
riées est moins précise que I’intégration de données multivariées, notamment pour analyser des
variations complexes des otolithes. Par exemple, I’analyse du périmetre des otolithes de 1’espadon
(Xiphias gladius) ne révele qu’'une tendance latitudinale sans distinguer des groupes d’individus
distincts (MAHE et al.,|2016b). De plus, les études de MAHE et al., 2016a et MAHE et al., 2018
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montrent que les données univariées sont limitées pour évaluer I’influence de variables environne-
mentales, telles que la température ou la composition du régime alimentaire. Certains indices de
forme, comme la rondeur, I’ellipticité et le facteur de forme, ne suffisent pas a capturer toute la
complexité du contour des otolithes et a décrire I’impact de la température ou de la disponibilité en
acides gras polyinsaturés oméga-3 (MAHE, [2019).

Pour surmonter ces limitations, il est nécessaire d’employer des méthodes plus sophistiquées
qui peuvent capturer la totalité de la forme en 2D et en 3D. Parmi les méthodes disponibles, 1’ana-
lyse par descripteurs de Fourier est largement utilisée dans la littérature pour 1’analyse des formes
en 2D. La méthode de Fourier est bien établie pour 1’analyse des contours 2D, car elle permet de
décomposer une forme complexe en une série de fonctions sinusoidales, capturant ainsi des détails
subtils de la morphologie (ROHLF et ARCHIE, |1984)). Cette technique a été adaptée au fil du temps
pour étre utilisée dans des contextes 3D, ou des descripteurs de Fourier tridimensionnels peuvent
étre développés pour analyser les surfaces complexes des otolithes en 3D (SHEN et al.,[2009).

Asymétrie des otolithes gauche et droit dans ’oreille interne des
poissons

L’Asymétrie 2D est-elle suffisamment représentative de la réelle asymétrie
3D?

La forme plane (2D) des otolithes est fréquemment utilisée comme indicateur pour analyser
la forme de I’otolithe et pour évaluer les différences entre les stocks de poissons. Cependant,
cette approche peut avoir des limitations significatives lorsqu’il s’agit de capturer la complexité
réelle de I’asymétrie des otolithes, qui se manifeste pleinement en 3D. D’apres les résultats de
I’étude menée sur le rouget barbet de vase en mer Méditerranée, les études antérieures basées
sur I’asymétrie en 2D refléteraient que partiellement les asymétries présentes dans les otolithes
(ANDRIALOVANIRINA et al., 2023a)). Cela pourrait entrainer une sous-estimation de la variabilité
morphologique des otolithes, et en conséquence, a des identifications erronées de stocks ne prenant
pas en compte 1’asymétrie.

Cette étude a montré que I’asymétrie 2D de 1’otolithe gauche par rapport au droit est non si-
gnificative chez le rouget barbet de vase en Méditerranée alors que 1’analyse de la forme en 3D
montre une asymétrie significative sur les mémes données (ANDRIALOVANIRINA et al., 2023a).
Ce résultat suggere que le contour observé en 2D n’était pas représentatif de la forme globale ob-
servée en 3D pour détecter les différences entre les otolithes gauches et droits. L'image 2D n’est
qu’un seul plan de projection de I’image 3D (c’est-a-dire qu’avec une image 3D, plusieurs images
2D peuvent étre générées a partir de différentes projections). La visualisation en 3D a montré que
des différences peuvent Etre trouvées dans I’ensemble de I’ otolithe, et pas seulement sur le bord ex-
terne utilisé classiquement en analyse 2D (image 2D ; ANDRIALOVANIRINA et al.,2023a). En fait,
les différences les plus significatives ont été€ observées dans des parties de 1’otolithe qui ne peuvent
pas étre illustrées dans les projections 2D. Il s’agit de la premiere étude comparant les formes 2D
et 3D des mémes otolithes. Ce résultat devrait donc étre testé pour d’autres especes pour lesquelles
les données 2D ne montrent pas d’asymétrie. En outre, I’analyse des descripteurs de Fourier sphé-
riques a montré que ’interaction entre les effets géographiques et ceux entre les 2 oreilles
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internes (traduisant un effet coté de de I’oreille interne) était significative. Par conséquent, la dif-
férence observée dans I’espace 3D entre les formes des otolithes gauche et droit pourrait modifier
de maniere significative la structure des stocks, comme cela a été observé dans 1’analyse 2D de la
bogue (Boops boops) en mer Méditerranée (MAHE et al.,[2018). Chez les poissons ronds, on s’at-
tend donc a ce que I’absence d’asymétrie soit la norme et qu’elle soit maintenue par des processus
homéostatiques (PALMER, |2009). Pour le rouget barbet, les otolithes ne présentent pas d’asymétrie
d’apres I’analyse 2D (MILLE et al., 2015), ce qui a été corroboré par ce travail a partir de données
2D. Cette méme étude de la forme des otolithes a partir de données 3D a montré une asymétrie
significative entre les otolithes gauche et droit chez cette espece. Par conséquent, il est possible
que cette nouvelle approche 3D montre que pour des especes, il y ait finalement une asymétrie
significative non-détectée par des études antérieures qui 1I’ont sous-estimées par 1’approche 2D.
De plus, cette asymétrie est également en interaction avec la zone géographique de préleve-
ment du poisson, c’est-a-dire liée a son environnement. L’effet géographique des approches 2D et
3D a donné des résultats similaires, avec des différences significatives entre ces trois locations de
la mer Adriatique a la mer Levantine. Cependant, alors que I’analyse 2D a révélé des différences
significatives entre les 3 localisations, I’analyse 3D a indiqué que les localisations de la mer Adria-
tique 18¢) et la mer Egée 22b) étaient similaires 1’une a 1’autre, mais différentes de
la localisation de la mer Levantine 27b). Cette constatation a également été confirmée par la
visualisation de la distance euclidienne entre les formes des otolithes de 1’oreille interne gauche et
droite dans les analyses 2D et 3D. Plus précisément, les rougets de la mer Adriatique et la mer Egée
présentaient de petites différences dans la forme des otolithes entre les oreilles internes gauche et
droite, tandis que ceux de la mer Levantine présentaient des différences significatives par rapport
aux deux autres Cela suggere que ’analyse 3D a retenu plus d’informations que I’analyse
2D. Visuellement et en utilisant des calculs simples de distance euclidienne en 2D ou en 3D, la mer
Levantine se distingue des deux autres localisations (la mer Adriatique et la mer Egée). Cependant,
le modele 2D n’a pas permis de mettre en évidence cette division par I’analyse de la forme de 1’ oto-
lithe. L’ étude précédente sur les a corroboré cette méme division du rouget barbet de vase
(Mullus barbatus) en Méditerranée, qui a identifié plusieurs différences dans la forme de 1’otolithe
liées aux zones géographiques échantillonnées (golfe du Lion, mer Egée et mer Noire, MORAT
et al.,2012)). En outre, une étude récente sur le merlu européen (Merluccius merluccius) a identifié
la méme limite de deux unités de stock : mer Adriatique - mer Levantine orientale (MORALES-
NIN et al.,[2022). Cela pourrait indiquer que le merlu européen et le rouget sont particulierement
affectés par des facteurs environnementaux ou autres qui entrainent cette différence de forme.

L’ Asymétrie réelle obtenue en 3D peut apporter de nouvelles informations

L’asymétrie réelle des otolithes obtenue a partir d’analyses en 3D peut révéler des informations
cruciales sur la physiologie et I’écologie des poissons. Ces informations ne sont pas toujours vi-
sibles dans les analyses traditionnelles en 2D. En effet, les otolithes jouent un role essentiel dans la
détection du son et la gestion de la position spatiale, fonctions vitales pour les comportements de
chasse, qu’ils soient actifs ou passifs. L’analyse en 3D permet d’examiner plus précisément les dif-
férences subtiles entre les otolithes gauche et droit, révélant des asymétries qui pourraient influencer
la perception auditive des poissons et leur capacité a localiser des sources sonores (LOMBARTE et
Cruz, 2007).

Les otolithes des oreilles droite et gauche des poissons ne sont pas toujours parfaitement symé-
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triques, ce qui pourrait étre une adaptation des poissons a percevoir les sons. Cette asymétrie peut
entralner une variation dans la détection des longueurs d’ondes sonores, ce qui pourrait avoir des
implications sur la localisation des sons dans I’environnement aquatique. Par exemple, une asymé-
trie dans les otolithes pourrait améliorer la capacité d’un poisson a distinguer les sons provenant
de directions différentes, optimisant ainsi sa capacité de chasse. Les poissons utilisant une straté-
gie de chasse passive, ou ils attendent que leurs proies viennent a eux, pourraient bénéficier d’une
plus grande sensibilité a certaines fréquences sonores, facilitée par une asymétrie fonctionnelle des
otolithes (POPPER et FAY, 2011). Chez le rouget barbet de vase (Mullus barbatus), la forme des
otolithes pourrait également €tre li€e a la fonction spécifique de 1’espece dans son habitat. Le rou-
get barbet est connu pour sa méthode de chasse, ou il fouille le substrat a 1’aide de ses barbillons
pour trouver des invertébrés. La granulométrie du substrat, c’est-a-dire la taille des particules du
sol, peut influencer la forme de la bouche du rouget (MAHE et al., 2014) et par extension, la forme
de ses otolithes, qui jouent un role dans la détection des vibrations du sol. Une asymétrie en 3D
pourrait refléter une adaptation spécifique a la variabilité de I’environnement granulométrique, per-
mettant au rouget d’optimiser sa stratégie de recherche de nourriture en fonction des conditions
locales (LOMBARTE et LLEONART, [1993|; MORAT et al.,[2012).

L’asymétrie en 3D offre ainsi des perspectives nouvelles pour comprendre les interactions entre
la morphologie des otolithes et les comportements des poissons fasse a leur environnement. Ces
analyses peuvent non seulement révéler des adaptations spécifiques a 1’environnement, mais aussi
aider a identifier des sous-populations au sein d’une méme espece, facilitant la gestion des stocks de
péche. En outre, I’analyse 3D peut également €tre utilisée pour étudier la texture de la surface et la
microstructure de I’otolithe. Ces informations supplémentaires peuvent étre utilisées pour identifier
différents stocks de poissons qui peuvent avoir une forme d’otolithe similaire mais une texture de
surface et une microstructure différentes. L’analyse de la forme de I’ otolithe a partir d’'une image 2D
ne se base que le contour externe de 1’otolithe sur un seul plan de projection, alors que les images
3D comportent plusieurs plans de projection. Le sulcus acusticus, zone de connexion entre 1’oto-
lithe et le cerveau, ne peut pas étre décrit sur une image 2D, alors qu’il peut I’€tre avec une analyse
3D. La projection décrite par Gongalves et al. (2017) a été principalement utilisée dans I’analyse
des formes en 2D pour identifier les stocks, mais elle ne peut pas €tre utilisée pour analyser le
sulcus acusticus. Des études antérieures ont tenté d’examiner la taille et la forme de cette partie de
I’otolithe a I’aide d’une analyse de forme en 2D (TORRES et al., 2000; CHOLLET- VILLALPANDO
et al.,[2019; D’IGLIO et al., 2023)). Cependant, ces approches ont des limites techniques, car elles
ne prennent pas en compte la profondeur de cette structure. En revanche, I’analyse 3D offre une
vue plus complete du sulcus acusticus en permettant d’extraire des mesures de profondeur et de
volume. Ces informations supplémentaires sur le sulcus permettrait aussi de caractériser le niveau
de connexion et donc d’utilisation de 1’otolithe par le poisson traduisant des adaptations compor-
tementales de I’individu face a son milieu. De méme, d’autres microstructures de forme peuvent
étre analysées a 1’aide d’images 3D. Cependant, toutes les microstructures de forme ne sont pas
nécessairement importantes dans tous les cas, et la complexité accrue de I’imagerie et de 1’analyse
3D peut ne pas étre nécessaire en fonction de la question de recherche.

L’ Asymétrie 2D est-elle observable qu’en milieu tempéré ?

L’asymétrie des otolithes a été testée sur 2 especes tropicales (Elops lacerta et Pseudotoli-
thus senegalensis, respectivement) de 1’océan Atlantique bordant 1’Afrique de 1’Ouest, dans le
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golfe de Guinée (voir Annexes). Dans les 2 cas, cette asymétrie a été significative (HOUETO et
al.,2024a; HOUETO et al.,|[2024b)). L’amplitude de 1’asymétrie directionnelle chez I’espece Elops
lacerta (HOUETO et al., 2024b) est différente a chaque localisation, toutefois 2 groupes émergent
avec des amplitudes similaires (6% pour le lagon de Cotonou et la coté Atlantique puis 5% pour
le lac Nokoue et le lagon Porto-Novo). Cette division en 2 groupes semble étre reliée a 2 types
d’environnement : le lagon Cotonou est lié a directement a 1’océan Atlantique tant dise que le
lac Nokoué et le lagon de Porto-Novo sont dans les terres. Chez I’espece Pseudotolithus senega-
lensis (HOUETO et al., |[2024a), les individus échantillonnés sur la cote atlantique de 1’ Afrique de
I’Ouest présentent une asymétrie directionnelle significativement plus élevée que ceux échantillon-
nés dans le lac Nokoué et les lagunes de Porto-Novo comme chez les individus de 1’espece Elops
lacerta aussi. Ces observations peuvent indiquer des différences dans les contraintes environne-
mentales ou les modes de croissance qui influencent la symétrie des otolithes dans ces différents
habitats. D’une part, les parametres biotiques et abiotiques entre ces localisations peuvent étre tres
différents, et cela influence fortement la variabilité morphologique de 1’otolithe (CASTONGUAY
et al.,|1991; LOMBARTE et LLEONART, 1993; MONTEIRO et al., 2005). D’autre part, les apports
en nourriture sur ces localisations peuvent étre également différentes alors que la composition du
régime alimentaire en termes de concentration en acides gras polyinsaturés essentiels affecte la
composition de 1’endolymphe et génere donc une variabilité de forme. Cette composition du bol
alimentaire explique mieux les variations de forme des otolithes que la quantité de nourriture ingé-
rée par I’animal (MILLE, 2015|; MAHE, 2019). Bien que la plupart des études sur 1’asymétrie des
otolithes se concentrent sur des environnements tempérés, ces résultats montrent que pour un mi-
lieu ou les variations de température sont limitées, on observe toutefois une asymétrie significative
pour certaines especes de poissons ronds tropicaux. Cette analyse pourrait aussi étre réalisée sur
des especes dans des environnements particuliers comme les environnements polaires. Dans ces ré-
gions du globe, les conditions de température sont stables mais les valeurs extrémes de température
pourraient également influencer I’asymétrie, bien qu’il y ait chez ces especes, des mécanismes liés
a I’adaptation aux basses températures et a une alimentation spécialisée (WEBB, |1994)).

Comment la forme des otolithes au sein d’une méme espece répond-
t-elle aux facteurs environnementaux ?

Le chapitre 3 de la these explore la capacité de la forme de 1’otolithe a délimité les stocks ha-
lieutiques pour plusieurs especes, prises espece par espece (analyses uniquement intra-spécifique)
avec des échelles géographiques de la taille du stock tres variable. Pour le cas de 1a macro-échelle
géographique couvrant la mer Méditerranée, 1’analyse de la forme de I’otolithe a été effectuée a
la fois en 2D et en 3D. Lors de cette thése, I’analyse des 9 especes tropicales a montré une di-
vision de 2 stocks que pour 2 especes, 1’1le de la Réunion semblait présenter 2 unités de stocks
distinctes utilisant la forme 2D de 1I’otolithe (ANDRIALOVANIRINA et al., 2023c)). De plus, en mer
Méditerranée (en milieu tempéré), une division en 2 stocks a été observée pour le rouget barbet de
vase en utilisant la forme 2D et 3D. Bien que I’analyse de la forme des otolithes soit une méthode
couramment utilisée pour distinguer les populations de poissons, elle n’est pas sans limites.

Pour les especes tropicales analysées, la vieille dorée (Cephalopholis aurantia) et le colas orné
(Pristipomoides argyrogrammicus) n’ont pas présenté de variations significatives liées a la loca-
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lisation des différents échantillonnages, suggérant qu’elles pourraient constituer des populations
uniques autour de 1’1le de La Réunion. 5 autres especes étudiées montrent des variations de forme
liées a la zone géographique mais pas de délimitations géographiques claires car dans chaque es-
pece, les résultats opposent une zone aux autres zones ce qui demandent a étre confirmé dans le fu-
tur avant de conclure sur la possibilité de plusieurs stocks. Ces problemes de délimitation pourraient
étre liés a des aspects techniques et méthodologiques (équilibre échantillonnage par localisation
géographique ...) ou par des aspects environnementaux différents selon la zone d’échantillonnage
se traduisant par des formes d’otolithes différents mais formant finalement un continuum géogra-
phique délimitant un stock. En génétique ce phénomene caractérise les populations panmitiquesﬂ

Le rouget barbet de vase a été discriminé en 2 stocks couvrant toute la mer Méditerranée que ce
soit en utilisant la forme 2D ou 3D de 1’otolithe (ANDRIALOVANIRINA et al.,2024d). De méme, le
choix de la classification (classification supervisée ou non supervisée) n’a pas influencé le nombre
final de stocks. Cependant, la forme 3D de I’otolithe discrimine mieux les de stocks que la forme
2D. Les 2 stocks se séparent au niveau de la barriere ou front hydrologique du détroit de Sicile
caractérisé par une faible profondeur et une courantologie tres active et tres complexe limitant
les échanges entre les parties est et ouest de la mer Méditerranée (SKLIRIS, 2013)). La division des
stocks par cette barriere a été également observée chez plusieurs especes, notamment le merlu (Mer-
luccius merluccius) (MORALES-NIN et al., 2022), le bogue (Boops boops) (MAHE et al., 2021),
des céphalopodes (KELLER et al.,|2017) et la sardine (JEMAA et al.,|2015). Cependant, méme si la
délimitation a été trouvée sur ces stocks du rouget barbet de vase, I’estimation des classifieurs dans
chaque stock présente des confusions non négligeable (voir figure 6 et 9, ANDRIALOVANIRINA et
al.,[2024d). Le classifieur KNN|avec k=1 a révélé une meilleure performance d’apprentissage que
des valeurs de k plus élevées, indiquant une sensibilité accrue au bruit et une moindre robustesse
face a des échantillons atypiques. Cette observation suggere que des échantillons spatialement plus
proches pourraient améliorer I’efficacité de la classification. Il est possible que I’échantillonnage
spatial ne soit pas suffisamment précis bien qu’il ait été réalisé lors d’un projet européen regroupant
la quasi-totalité des pays méditerranéens. Du point de vue écologique, la nécessité de migration
pour I’alimentation et la reproduction chez de nombreux poissons peut provoquer un chevauche-
ment des stocks (MORALES-NIN et al., 2022; MORAT et al., 2012)). Cette situation complique
particulierement la délimitation des stocks, en raison de la capacité de ces poissons a parcourir de
longues distances et a interagir avec diverses populations.

Les variations morphologiques des otolithes peuvent étre subtiles et influencées par une multi-
tude de facteurs, rendant la différenciation des stocks délicate. Par ailleurs, bien que la génétique
soit I’approche la plus utilisée pour identifier les différences entre populations, elle présente elle
aussi des défis, notamment parce qu’elle ne prend pas en compte les influences environnementales
qui peuvent également jouer un rdle crucial dans la différenciation des stocks (BEGG et WALDMAN,
1999)). Contrairement aux analyses génétiques qui se concentrent uniquement sur les différences hé-
réditaires, la forme des otolithes reflete a la fois la génétique et I’environnement. Cela en fait un
indicateur potentiellement plus robuste pour I’identification des stocks, car il integre les effets des
conditions locales sur la morphologie des poissons (CAMPANA et CASSELMAN, [1993). De plus,
Les influences environnementales impactent de maniere globale la morphologie des otolithes, tan-
dis que les facteurs génétiques exercent une influence plus localisée sur leur forme (VIGNON et
MORAT, [2010).

2. Les individus sont répartis de maniére homogene au sein de la population et se reproduisent tous aléatoirement.
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En effet, des études ont montré que la forme des otolithes, influencée par la température de 1’eau,
la salinité, et d’autres facteurs environnementaux, peut étre un outil efficace pour distinguer les
stocks dans certaines circonstances (MILLE, 2015; MAHE,2019). L’environnement joue un rdle clé
dans la détermination de la forme des otolithes, ce qui en fait un bon indicateur pour I’identification
des stocks de poissons. Cependant, 1’environnement est souvent plus fluctuant que les barrieres
génétiques, ce qui peut compliquer I’interprétation des résultats. Les variations environnementales
peuvent induire des modifications morphologiques temporaires ou saisonnieres, qui ne refletent
pas nécessairement des divisions persistantes entre les stocks (LOMBARTE et al., 2003). Toutefois,
lorsqu’elles sont utilisées conjointement avec des analyses 3D des otolithes, ces variations peuvent
offrir une image plus complete et optimale des différences entre les stocks, surtout lorsqu’elles sont
appliquées jusqu’a des limites géographiques claires, comme des barrieres physiques tels que des
fronts océaniques a des changements brutaux de profondeur et présentant de forts courants. Ces
frontieres naturelles peuvent agir comme des séparations physiques, limitant les échanges entre
populations et facilitant I’identification des stocks a partir de leurs caractéristiques morphologiques
(MORAT et al.,2012).

Perspective d’amélioration de I’identification de stocks en utilisant la forme
des otolithes

La délimitation des stocks est une discipline complexe. Toutefois, dans cette these, I'utilisation
de la forme 3D des otolithes a permis d’améliorer la précision de la délimitation de stock par rapport
a la méthode conventionnelle utilisant les images 2D.

Pour améliorer 1’identification de stocks en utilisant la forme 3D des otolithes, plusieurs pers-
pectives pourraient étre explorées. Il se pourrait que le nombre d’échantillons utilisés n’ait pas été
suffisant pour fournir des résultats précis et représentatifs de la population étudiée de poissons. En
particulier, dans le cas du rouget barbet de vase, le Random Forest a tendu a surajuster quand le
nombre d’arbres (ntree) excédait 33% du nombre total d’échantillons (ANDRIALOVANIRINA et al.,
2024d)). Une augmentation de la taille de 1’échantillon aurait probablement permis une meilleure
représentation de la variabilité des formes des otolithes, conduisant a des résultats plus fiables et
applicables a une plus large échelle. De plus, la répartition géographique des échantillons joue un
role crucial sur les résultats. Une distribution inégale peut introduire un biais, compte tenu de la
variabilité des conditions environnementales et des traits spécifiques des populations de poissons
d’une localisation géographique a I’autre. Ainsi, une distribution équilibrée des échantillons est
essentielle pour des résultats fideles et généralisables.

L’intégration de I’asymétrie des otolithes gauche et droit dans 1’analyse de leur forme peut offrir
des perspectives nouvelles et plus détaillées sur la maniere dont les facteurs environnementaux in-
fluencent la morphologie des poissons. L’ asymétrie directionnelle des otolithes a déja été identifiée
comme un indicateur potentiel de stress environnemental et de plasticité phénotypique. En effet,
le niveau d’asymétrie pourrait refléter les conditions spécifiques de 1’habitat du poisson, telles que
la température de 1’eau, la salinité, ou encore la disponibilité alimentaire (PALMER et STROBECK,
1986). 11 a été démontré que I’asymétrie entre les otolithes gauche et droit était potentiellement liée
a I’environnement du poisson (ANDRIALOVANIRINA et al.,|2023a). Cela suggere que les variations
environnementales peuvent induire des différences morphologiques entre les deux otolithes, qui ne
sont pas toujours capturées lorsque 1’on se concentre uniquement sur une analyse symétrique ou
sur un seul co6té. En intégrant 1I’analyse des deux otolithes dans 1’étude de la forme, il est possible
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de mieux comprendre les influences environnementales locales et de détecter des tendances mor-
phologiques qui pourraient autrement passer inapercues. De nouvelles tendances observées grace
a cette méthode pourraient inclure des variations fines de forme, qui révelent comment différentes
populations de poissons s’adaptent a leurs environnements spécifiques. Par exemple, les poissons
vivant dans des habitats soumis a des fluctuations importantes pourraient présenter une asymé-
trie plus prononcée, tandis que ceux dans des environnements plus stables pourraient montrer une
symétrie plus marquée entre leurs otolithes (KLINGENBERG, 2015)).

L’analyse des formes des otolithes a partir des harmoniques de Fourier est largement utilisée
en raison de sa capacité a décomposer les formes en séries de composantes sinusoidales. Cette
technique a produit des résultats notables dans la description des otolithes, enrichissant ainsi notre
compréhension de leur morphologie et structure. Néanmoins, il faut admettre que 1’analyse de Fou-
rier peut etre limitée dans sa capacité a saisir toutes les nuances localisées des formes des otolithes,
surtout parce qu’elle convient mieux aux formes régulieres ou périodiques (NEVES et al., 2023)).
Pour les formes irrégulieres ou complexes, d’autres méthodes d’analyse pourraient étre complé-
mentaires. Ainsi, pour mieux saisir la diversité des formes d’otolithes et affiner la précision de la
classification, il serait judicieux de combiner les harmoniques de Fourier avec d’autres descripteurs
de forme. Des techniques comme les ondelettes ou les descripteurs basés sur les points de repere
pourraient fournir des alternatives viables.

L’analyse en composantes principales a été utilisée sur ces harmoniques de Fourier pour
réduire le nombre de dimensions des données tout en explorant leur structure sous-jacente. Cette
méthode est particulierement appréciée pour sa capacité a identifier les directions de la plus grande
variance dans les données, facilitant ainsi la visualisation et I’interprétation des relations linéaires
entre les variables. Cependant, 1JACP| présente certaines limitations lorsqu’il s’agit de capturer
des relations non linéaires et complexes, souvent présentes dans les données biologiques comme
celles concernant la forme des otolithes. Ces limitations peuvent conduire a une perte significative
d’informations, réduisant ainsi la capacité a détecter des structures ou des motifs subtils dans les
données (JOLLIFFE et CADIMA, 2016). A I’inverse, des méthodes récentes comme I’UMAP (Uni-
form Manifold Approximation and Projection) ont été¢ développées pour surmonter ces limitations.
L UMAP est une technique de réduction de dimensions qui excelle dans la capture des structures
non linéaires des données en préservant autant que possible la proximité entre les points dans les
espaces a haute et basse dimensions. Cette méthode est particulicrement efficace pour révéler des
structures complexes, telles que des regroupements non linéaires ou des continuums, ce qui la rend
potentiellement plus adaptée pour 1’exploration des données morphométriques des otolithes, ou
les relations entre les variables peuvent €tre intrinsequement non linéaires (MCINNES et HEALY,
2018)). En préservant les relations de proximité et en révélant des motifs cachés, I'UMAP pourrait
offrir une représentation plus fidele de la complexité présente dans la forme de 1’otolithe, facilitant
ainsi I’identification des structures de population, des adaptations locales, ou des impacts environ-
nementaux (BECHT et al.,[2018).

Les dynamiques migratoires (alimentation et reproduction) et environnementales (variation
temporaire et saisonniere de parametres environnementaux) compliquent la tiche de la délimita-
tion des stocks halieutiques, car les individus d’une population donnée peuvent se déplacer loin
de leur zone d’origine, interagir avec d’autres populations, et s’adapter a de nouvelles conditions
environnementales. En conséquence, les méthodes traditionnelles de délimitation des stocks, ba-
sées sur des criteres génétiques ou morphométriques simples, peuvent s’avérer insuffisantes pour
capturer ces interactions complexes. Pour surmonter ces défis, il est crucial de développer des mé-
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thodes plus robustes et adaptées aux particularités de chaque espece et de chaque environnement.
Une approche prometteuse consiste a utiliser des modeles spatio-temporels explicites, capables de
prendre en compte la dynamique des mouvements et des interactions entre les populations au fil du
temps. Ces modeles peuvent étre couplés a des techniques avancées d’analyse des données, telles
que I’apprentissage automatique ou les méthodes bayésiennes, pour mieux comprendre comment
les stocks se structurent et évoluent en réponse aux migrations et aux fluctuations environnemen-
tales (CADRIN et al., 2014|; THORSON et al., 2019; ICES, [2024). Cependant, pour valider ces
approches, il est également important de les tester sur d’autres especes de poissons présentant des
caractéristiques écologiques et biologiques différentes. Par exemple, des poissons vivant dans des
habitats plus confinés, avec des régimes alimentaires spécialisés ou une morphologie distincte,
pourraient offrir des perspectives différentes sur la maniere dont les stocks se forment et se main-
tiennent (BEGG et WALDMAN, 1999|; BUSCHER et al.,|[2016)).

Les variations de forme 3D des otolithes sont-elles suffisamment
robustes pour distinguer les especes de poissons et comprendre
leur écologie et écomorphologie ?

L’étude des variations de la forme 3D des otolithes représente une avancée significative pour
la taxonomie et I’écologie des poissons. En tant que structures calcifiées, les otolithes enregistrent
des informations détaillées sur 1’histoire de vie des poissons, offrant ainsi une fenétre unique sur
les différences interspécifiques. Les analyses effectuées lors de cette theése permettent non seule-
ment de distinguer efficacement les especes, mais également de mieux comprendre leur écologie
et écomorphologie. Cependant, la question se pose de savoir si ces variations morphologiques sont
suffisamment robustes pour refléter de maniere fiable les différences écologiques et les stratégies
adaptatives des especes. Cette discussion explore la capacité des otolithes a servir d’indicateurs
précis pour ces aspects clés de la biologie des poissons.

Effet de ’ontogénie sur la forme 3D des otolithes

L’étude de la forme 3D des otolithes a permis de mettre en évidence 1’effet ontogénique, c’est-a-
dire I’influence du développement de I’individu sur la morphologie des otolithes. La classification
de plusieurs individus d’'une méme espece a révélé une séparation claire entre les petits et les grands
individus, montrant que 1’effet ontogénique joue un role significatif dans la variation de la forme
des otolithes. Ce résultat souligne 1I’importance de prendre en compte les effets ontogéniques lors
de I’analyse morphométrique en 2D et 3D des otolithes, car ces effets peuvent masquer ou révéler
des différences importantes entre les individus, en particulier dans les études de stock. Cela montre
qu’il faut soit prendre en compte cet effet ontogénique dans les analyses soit se restreindre a des
individus présentant un stade de vie similaire souvent représentés par une classe de taille restreinte.

L analyse 3D semble offrir des avantages par rapport a I’analyse 2D en termes de captation d’in-
formations morphologiques plus fines et complexes. Cette méthode pourrait permettre de quantifier
et de décrire avec plus de précision les effets ontogéniques sur la forme des otolithes. Par consé-
quent, une meilleure évaluation de cet effet pourrait enrichir notre compréhension de la morphoge-
nese des otolithes en relation avec les comportements des poissons et leur adaptation a I’environ-
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nement (CAMPANA et CASSELMAN, |1993)). Puisque la forme de I’otolithe résulte de la génétique,
de I’ontogénie et de I’environnement du poisson et que le facteur génétique a une influence plus
localisée sur leur forme (VIGNON et MORAT, |[2010), le facteur environnemental pourrait &tre isolé.

L’intégration de I’effet ontogénique dans 1’analyse des otolithes souleve également la question
de savoir si la forme 3D des otolithes pourrait €tre utilisée pour déterminer la maturité sexuelle
des poissons. Etant donné que la maturité sexuelle varie souvent entre les sexes, comme observé
chez la plie (Pleuronectes platessa), la morue (Gadus morhua), et le thon (Thunnus thynnus), ol
les femelles atteignent leur maturité sexuelle plus tardivement que les males (RIJNSDORP, 1989 ;
ROOKER et al.,|2007; WRIGHT et al.,|2011), il est plausible que I’effet ontogénique sur la forme
des otolithes differe également selon le sexe.

Cette hypothese est renforcée par les résultats sur la forme 3D des otolithes sur le rouget barbet
de vase en Méditerranée ou le sexe a montré un effet significatif. Cette hypotheése devra étre confir-
mée dans le futur avec des tests supplémentaires sur un échantillon plus large d’individus, couvrant
différentes tailles et stades de maturité sexuelle, pour mieux comprendre 1’interaction entre 1’ef-
fet ontogénique et le sexe sur la morphologie des otolithes. Si cette hypotheése est confirmée, il
faudra tenir compte de cette interaction entre les 2 facteurs lorsqu’on réalisera des analyses. Des
recherches supplémentaires pourraient explorer cette question scientifique, car en utilisant diffé-
rentes especes, plusieurs environnements et modes de vie pourront étre testés. Une analyse plus
détaillée, prenant en compte le stade de vie et le sexe, pourrait révéler des variations importantes
qui contribuent a la différenciation plus robuste des stocks de poissons.

Classification des especes et de leurs écomorphologies en utilisant la forme 3D
de P’otolithe et ses perspectives

L’analyse de la forme 3D des otolithes offre des perspectives prometteuses pour 1’identification
des especes de poissons et I’estimation de leurs traits de vie spécifiques. Les résultats du chapitre
4 montrent que la forme 3D des otolithes est extrémement informative pour identifier les especes
de poissons. Les criteres morphologiques telles que la convexité de la face interne proximale, la
concavité de la face externe distale, et 1I’épaisseur mesurable, sont cruciaux pour cette identifica-
tion. En particulier, la zone du sulcus acusticus, qui est centrale sur la face interne de 1’otolithe, joue
un role clé dans la discrimination des especes. La diversité morphologique du sulcus, en termes
de taille, de forme et de profondeur, ainsi que la présence de lobes sur la face externe, sont des
marqueurs distinctifs qui permettent de différencier les espéces, méme celles qui sont taxonomi-
quement proches (CAMPANA et CASSELMAN, 1993|; MORALES-NIN et al., [2022). L’analyse en
composantes principales utilisant les descripteurs de Fourier 3D individuels a permis de
visualiser les différences et similitudes de forme entre les especes. Les premiers axes graphiques
(PC1 et PC2) révelent que des caractéristiques spécifiques comme le sulcus acusticus et la zone du
rostre et antirostre sont des critéres essentiels pour la discrimination des especes. Ces résultats sont
cohérents avec les études antérieures qui ont démontré que la forme des otolithes est influencée
par des facteurs phylogénétiques, environnementaux, et ontogéniques (VIGNON et MORAT, 2010).
Toutefois, la visualisation des 2 premieres [PCk se révelent particulierement performante pour dis-
tinguer les poissons ronds, dont la morphologie des otolithes est plus complexe par rapport aux
poissons plats, qui ont des otolithes généralement plus simples. Cette complexité accrue dans la
forme des otolithes des poissons ronds permet une meilleure classification et une distinction plus
précise entre les especes, ce qui plus confus chez les poissons plats.
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L’effet phylogénétique sur la forme des otolithes est également notable. L’analyse compara-
tive de la classification hiérarchique basée sur la forme 3D des otolithes et la phylogénie a montré
une bonne corrélation a différents niveaux taxonomiques, en particulier au niveau de 1’ordre et de
la famille. Cependant, certaines exceptions, comme les genres mélangés dans les Clupéiformes et
Perciformes, indiquent que d’autres facteurs, tels que 1’environnement ou les interactions écolo-
giques, peuvent également jouer un role dans la variation de la forme des otolithes (CAMPANA et
CASSELMAN, 1993). Cela suggere que, bien que la forme 3D des otolithes soit un indicateur fort de
la phylogénie, elle doit étre utilisée en conjonction avec d’autres données pour une identification
précise des especes. Des effets de I’environnement pourrait étre un des facteurs qui modifient la
forme de I’ otolithe au sein d’'une méme espece.

Le chapitre 4 a également exploré la possibilité d’identifier les traits écomorphologiques spéci-
fiques des especes a partir de la forme 3D de leurs otolithes. Les poissons démersaux et benthiques,
qui dépendent davantage de 1’audition que de la vision en raison des conditions de faible lumi-
nosité dans les habitats profonds, présentent des otolithes plus grands et plus complexes que les
especes pélagiques (CRUZ et LOMBARTE, [2004/; LYCHAKOV et REBANE, 2005)). Cette adaptation
morphologique est liée a la nécessité d’une meilleure détection des sons et des vibrations dans
des environnements ou la visibilité est réduite. Les résultats de 1’analyse en composantes princi-
pales, regroupant les especes par morphotype (poissons ronds et plats) ou par habitat (pélagique,
démersal et benthique), montrent que ces groupes se distinguent clairement par la forme de leurs
otolithes. Cela indique que la forme 3D des otolithes est fortement influencée par 1’écologie de
I’espece, ce qui renforce I'idée que 1I’écomorphologie des otolithes peut €tre un outil puissant pour
comprendre les adaptations fonctionnelles des poissons a leur environnement (FEILICH et LOPEZ-
FERNANDEZ, 2019). Les traits liés a I’habitat et a la morphologie des nageoires caudales montrent
des résultats particulierement intéressants. Le degré d’importance (méthode pour I’habitat
est relativement bas (0,17), mais le taux de généralisation est I’un des plus élevés (92%), suggé-
rant que, bien que 1’habitat soit moins influant dans le modele, il est prédictif de maniere robuste
lorsque I'information est présente. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que les otolithes, en tant
qu’organes de balance et d’audition, sont fortement influencés par les conditions environnemen-
tales dans lesquelles le poisson vit, et ces conditions sont souvent liées a des habitats spécifiques
(CrUZ et LOMBARTE, 2004). De méme, la forme de la nageoire caudale, avec un degré d’impor-
tance de 0,50 et un taux de prédiction en généralisation élevé de 90% a 100%, montre que ce trait
morphologique est bien capturé par 1’analyse de la forme 3D des otolithes. Les poissons avec des
nageoires caudales effilées et fourchues, par exemple, sont souvent associés a des habitats nécessi-
tant une grande vitesse de nage, comme les eaux a courants forts. La forme de la nageoire caudale
est bien reflété par la forme externe de 1’otolithe.

Enfin, I’utilisation de la forme 3D des otolithes pour estimer les traits de vie des especes montre
un potentiel prometteur. L’analyse SHAP|basée sur une forét aléatoire a révélé que des traits comme
le diametre des ceufs, la fécondité, et le rapport hauteur/surface de la nageoire caudale sont parmi les
plus importants pour la classification et sont étroitement liés a la forme des otolithes. Avec une pré-
cision d’estimation supérieure a 75%, les résultats suggerent que la forme 3D des otolithes pourrait
étre utilisée pour prédire certains traits de vie des poissons, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives
pour la recherche en écomorphologie. Cependant, bien que ces traits montrent un taux moyen d’ap-
prentissage élevé (autour de 81% a 83%), leur généralisation est plus faible, avec un taux moyen de
généralisation de 56% a 57%. Cela suggere que, bien que la forme 3D des otolithes soit informative
pour ces traits, la complexité des relations entre la morphologie des otolithes et ces caractéristiques
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biologiques pourrait nécessiter des modeles plus sophistiqués ou des données supplémentaires pour
améliorer la précision des prédictions (FEILICH et LOPEZ-FERNANDEZ, 2019).

L’analyse 3D des otolithes ouvre la voie a des applications futures prometteuses, non seulement
pour I’identification des especes, mais également pour la caractérisation de leur écomorphologie et
de leur écologie. En effet, les otolithes, en tant que pieces calcifiées qui enregistrent les conditions
environnementales tout au long de la vie d’un poisson, offrent un potentiel considérable pour servir
de proxy dans I’étude de la diversité fonctionnelle des especes. Cette approche permettrait de re-
lier directement la forme des otolithes aux traits d’histoire de vie individuels, aux comportements
écologiques et a I’adaptation des especes a leur environnement, offrant ainsi une perspective plus
complete sur la diversité fonctionnelle au sein des écosystemes aquatiques (FEILICH et LOPEZ-
FERNANDEZ, 2019). En outre, I’écomorphologie, qui examine les relations entre la forme des
organismes et leurs fonctions écologiques, pourrait grandement bénéficier de 1’utilisation des oto-
lithes comme indicateurs morphologiques. Les poissons vivant dans des habitats variés, tels que
les environnements benthiques, démersaux ou pélagiques, présentent des otolithes adaptés a leurs
conditions de vie spécifiques. L’analyse 3D des otolithes pourrait ainsi fournir des informations dé-
taillées sur la maniere dont les poissons s’adaptent a leur environnement, constituant une nouvelle
méthode pour étudier la diversité fonctionnelle et les stratégies de vie des especes.

En parallele, 1’utilisation de la forme 3D des otolithes pour caractériser les milieux anthropisés
ou pollués représente une approche innovante et prometteuse dans I’étude des impacts environ-
nementaux sur les écosystemes aquatiques. Les milieux anthropisés, comme les zones cotieres
industrialisées, les estuaires et les eaux intérieures soumises a des pressions humaines intenses,
présentent souvent des conditions environnementales dégradées. Ces conditions peuvent influencer
la morphogenese des otolithes, modifiant leur croissance, leur forme et leur composition chimique.
Par exemple, I’exposition a des métaux lourds, a des polluants organiques persistants ou a d’autres
contaminants peut entrainer des anomalies dans la structure des otolithes, visibles dans leur mor-
phologie en 3D (SELLESLAGH et al.,[2016; MOUNICOU et al.,2019). Ainsi, la forme des otolithes
pourrait étre utilisée comme un biomarqueur pour évaluer la qualité de I’habitat et la santé des
populations de poissons dans les zones polluées. Des études ont montré que les poissons vivant
dans des environnements pollués peuvent présenter des otolithes avec des formes anormales ou
des croissances asymétriques, reflétant le stress chronique auquel ils sont soumis (PALMER et al.,
2010; DiAZ-GIL et al., 2015; LOEPPKY et al., 2021; JAWAD et MAHE, [2022). En caractérisant
ces anomalies a travers 1’analyse 3D, il devient possible d’évaluer non seulement 1’exposition a la
pollution, mais aussi les effets écotoxicologiques a long terme sur les populations de poissons. Des
études expérimentales permettraient de calibrer les mesures in situ et les réponses des otolithes a
perturbations de 1’environnement. [’analyse 3D des otolithes offre également la possibilité de sur-
veiller les réponses adaptatives des poissons a des environnements anthropisés. Dans les habitats
modifiés par I’homme, tels que les zones urbaines ou les infrastructures portuaires, les conditions
acoustiques peuvent étre altérées, ce qui pourrait influencer la forme des otolithes en réponse aux
nouvelles exigences en matiere de détection sonore et d’équilibre (LARA et al., 2022; WEI et
MCcCAULEY, [2022; JIANG et al., 2024). Ainsi, la morphologie 3D des otolithes pourrait révéler
comment les poissons s’adaptent a ces environnements acoustiques perturbés, offrant une nouvelle
perspective sur les effets indirects de 1’urbanisation et de I’industrialisation sur les écosystemes
aquatiques.
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play an essential role in the subsistence of local communities [1]. These systems,
which include lakes, lagoons and coastal areas, are habitat to many species of
fish and other marine organisms, contributing to the region’s food and econom-
ic security. However, these ecosystems are under increasing pressure from ur-
banization, pollution and environmental change [2]. It is essential to understand
the complex dynamics of the species to ensure its long-term conservation and
management. This is also a study of an economically crucial fish species in Beni-
nese waters.

It is in this perspective that this study was initiated and seeks to develop our
understanding of the ecological relationships associated with the West African
ladybug, Elops lacerta, based on otolith analysis. Member of the Elopidae family,
this species comprises one genus and six distinct species.

Otoliths are a pair of calcified white pieces that develop during the fish’s life-
time. This continuous development makes it possible to determine age by read-
ing the growth bands. Otoliths are also sound transducers, playing an important
role in fish hearing. The shape of the otoliths is directly related to the spatial de-
velopment of the lobes. Otoliths provide basic data and are used as a tool in tax-
onomy and phylogeny [3], evolution and ontogeny [4], spatial and temporal
stock discrimination [5] [6] [7], population management [8] [9] [10]. Otolith
shape and size are used because they reflect the environment in which the spe-
cies inhabits [11] [12]. They depend on endogenous and exogenous factors such
as environmental temperature and salinity [13] [14], luminosity [15] and depth
[16] [17]. Otolith shape reveals both interspecific [18] and intraspecific differ-
ences [4]-[11]. Otolith shape within a population can be influenced by several
confounding factors, including sex, age, fish size [19] and sexual maturity [7] [8]
[9]. These factors, which describe the fish’s life history, reflect the ontogenetic
component [20]. However, we must also take into account the possibility of in-
tra-individual variability linked to a possible asymmetry between the otoliths of
the right and left ears. Of the three types of asymmetry that exist (fluctuating
asymmetry, bilateral asymmetry, antisymmetry), fluctuating asymmetry is a
characteristic that can potentially reflect stressful situations or environmental
heterogeneity [21] [22] [23] [24]. Directional asymmetry, on the other hand, is
not the result of chance, but of genetic components and/or phenotypic plasticity.
Thus, the degree of directional asymmetry could also vary between different ge-
ographical areas for the same species.

The study of otoliths is therefore a means of stock discrimination for better
management of fishery resources [8]-[26]. The study of otoliths is therefore a
means of stock discrimination for better management of fishery resources [6]-
[25]. In this context, the objectives of the study were to explore the fluctuating
asymmetry of otoliths within E. /acerta and to explore any spatial variation with-
in the study areas, which are: the Atlantic coasts in southern Benin, Lake
Nokoué, Cotonou lagoon and Porto-Novo lagoon. These sites are distinctive for

their unique characteristics in terms of geography, biodiversity and environmen-
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tal constraints.

Elops lacerta is very common in tropical waters and can sometimes be ob-
served in temperate zones [27]. This fish reproduces in the marine environment
and their larvae disperse in estuarine habitats which, according to [27], are in
decline and degradation. Most E. /acerta populations are faced with significant
challenges related to habitat degradation and alteration, due to human activity,
making them vulnerable to habitat degradation and overfishing [26]. It is also a
fish species that has received little attention internationally due to its low eco-
nomic status [28]. E. lacerta coexists with E. senegalensis in tropical and sub-
tropical marine and estuarine areas, and is often confused in the West African
estuaries of Benin and Nigeria. It has 17 to 19 branchiospines on the lower part
of the first gill arch and 72 to 83 scales on the lateral line, adorned with un-
branched tubules. Its flanks are silvery and shiny; the back is grey-black and the
fins are all pale, tinged with yellow and more or less broadly edged with dark
grey [27] [29] [30]. Elopes species reproduce at sea [31] [32] [33]. According to
Beckley (1984) and McBride et al (2001), juvenile fish ecophases take place in
the low-salinity areas of estuaries without entering freshwater, but juveniles are
capable of surviving hypersaline conditions. E. Jacerta can withstand salinities
ranging from 0 to 110 [34]. E. /acerta is a carnivorous species with piscivorous
tendencies [35]. It is a marine-spawning species [36]. It generally develops rapid-
ly in lagoons, where it is represented by its immature phasing. There is a positive
correlation between age and length of fork in E. Jacerta [35].

This study is based on an analysis including otolith shape and morphometric
parameters (length, width, area, perimeter) of the otolith, as well as the morpho-
logical data of the fish. The aim of this study was to assess whether spatial varia-
tion in fluctuating asymmetry and differences in fish otolith shape could be ex-
ploited as a potential tool for differentiating fish stocks. This approach was in-
tended to improve our understanding of the species’ adaptability to various
habitats, and to contribute to efforts to manage and conserve aquatic resources.

2. Material and Methods
2.1. Sampling Site

This comparative study examined the waters of the Porto-Novo lagoon, the Co-
tonou lagoon and Lake Nokoué (Figure 1). The Porto-Novo lagoon, covering an
area of around 35 km?, is located in southeastern Benin between parallels 6°25'
and 6°30' North and meridians 2°30" and 2°38' East. Lake Nokoué lies between
parallels 6°20' and 6°30' N and meridians 2°20' and 2°35'E. The Porto-Novo la-
goon is located in the Ouémé department, between parallels 6°25' - 6°30' N and
meridians 2°30" - 2°38'E. Both the Nokoué and Porto-Novo lagoons function as
catchment basins for the waters of the Ouémé and So rivers. These two envi-
ronments are interconnected and receive water inflows during low-water peri-
ods, when the Atlantic tides are strong. However, they become highly brackish
for an extended period of 4 to 5 months each year. The Cotonou lagoon has a
northern latitude of 6°22' and a longitude of 2°25'60" E. Benin’s coastline, link-
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ing the marine and coastal environment to the mainland, represents a transition
zone where interactions between the Atlantic Ocean and the mainland are inten-
sive. This part of southern Benin is home to several bodies of water in commu-
nication with the sea, geographically located between 1°20' and 3°00' E longitude
and 3°00' and 6°40' N latitude.

2.2. Sampling

The sample totaled 260 individuals of Elops lacerta, distributed as follows: 64
from the Porto-Novo Lagoon, 62 from the Cotonou Lagoon, 74 from Lake
Nokoué, and 60 from the Atlantic Sea. For each fish, the total length (TL + 0.1
cm) and the total weight (W £ 0.1 g) were measured. (Table 1)

2°24E 2°32E 2°40E
n 1 N

.— Ccotonou Lagoon
S2

Figure 1. Map of Elops lacerta sampling sites (S1: Lake Nokoué; S2: Cotonou Lagoon, S3
Porto-Novo Lagoon, S4 Atlantic coast in southern Benin).

Table 1. Sampling information (total length and total weight) of E. Jacerta in the Benin
waters according to the sampling sites.

Lagoon of Lagoon of Lake Atlantic coast
Porto Novo Cotonou Nokoué south of Benin
Mean
+C 23.0 £ 2.87 25.0+3.13 22.65+1.91 35.36 £1.83
Standard +CV
Length max 31.0 33.4 28.2 39.2
(cm)
min 16.6 19.2 18.0 30.0
Mean
60.5 + 24.8 74.2 + 31.3 53.7+15.2 256.7 + 128.7
+ CV
Total
Weight (g) max 140 192 190 1178
min 20 28 24 134
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2.3. Of the Otolith and Image Processing

The present study was based on the sagittae (left and right inner sides). Extrac-
tion of this pair of otoliths (The left and right sagittae) was performed by cutting
off the head and then removing the gills. The otoliths were collected with for-
ceps, cleaned with distilled water, dried and preserved in Eppendorf tubes. The
species name, area, and date of sampling were noted on a label adhered to the
tube. Otoliths image acquisition was realized from a Canon powershot digital
camera (12.1 Mega pixels) through a binocular microscope. Image processing of
the whole otoliths was performed using Photoshop CS6 image processing soft-
ware. In order to compare the shapes of the left and right otoliths, a mirror im-

age of the left otolith was used.

2.4. Otoliths Shape Analysis

The otolith outline was described using Fourier elliptic analysis [37] on each oto-
lith. The contour was delimited and extracted after image pre-processing leading
to a transformation of the original image into a binary image. The OpenCV library
was then used to detect the otolith contours in the pre-processed image. This ena-
bled the shape of the otolith to be represented as accurately as possible. The co-
ordinates (x, y) of the main contour describing the shape of the contour were ex-
tracted [38]. Elliptical Fourier analysis [37] was done on each otolith contour de-
limited and extracted after binarization of the image. For each otolith, the first
100 elliptical Fourier harmonics (/) were extracted and normalized with respect
to the first harmonic and were therefore invariant to size, rotation and the start-
ing point of the otolith contour description [39]. To determine the number of
harmonics required to reconstruct the otolith contour, the cumulative Fourier
power (F) was calculated for each individual otolith as a measure of the accuracy
of the contour reconstruction obtained with n harmonics): nk harmonics (ie.

the proportion of variance in the contour coordinates explained by the k

w Ai’i+ Bi* +Ci* + Di?

F (k)= 3y AL

where Aj, Bi, Ci and Di are the harmonic coefficients and nk is the total number

of harmonics included.

The value of nk was chosen so that F (nk) explains 99.99% of the variance in
contour coordinates, Ze. it reconstructs the shape with 99.99% accuracy [37].

In the second part of the study, Image] software was used (using a predefined
scale of 1 millimeter) to determine otolith biometric parameters (length (Lo),
width (Wo), area (Ao) and perimeter (Po)).

Size parameters are measures directly related to otolith size, unlike shape indi-
ces, which are dimensionless measures and therefore independent of otolith size.
The shape of the otolith relative to a geometric reference shape such as an ellipse
for ellipticity (E), and a square for aspect ratio, was determined. They are simple
to obtain, and the biological interpretation of the associated results is less com-

plex than that of results obtained from multivariate data [18] [40].
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3. Statistical Analysis

Length-weight relations in fish are considered to be allometric growth models of
the type:
W=axTL"

Three types of descriptors were analyzed, including otolith size parameters,
shape indices (Ellipticity and aspect ratio), and EFDs.

The analysis focused on the asymmetry between left and right otolith shapes,
examining the impact of the side on their morphology. To evaluate fluctuating
asymmetry, the absolute value of the difference between the right and left sides
for length, width, area and perimeter measurements was calculated. Then, the
mean of the absolute value of the difference was calculated for each measure-
ment. A Shapiro-Wilk normality test for each measurement was performed to
assess the distribution of the data. Finally, a Student’s t-test to determine wheth-
er the mean differs significantly from zero was performed. The percentage of
asymmetry using the mean of the absolute difference of otolith size parameters
and the mean of the right side for each species was calculated. Finally, whisker
box plots for each measure (length, width, area and perimeter) as a function of
species and sampling site selected to visualize data distributions were produced.
Principal component analysis (PCA) was applied to an otolith size matrix and
the elliptical Fourier descriptor (EFD) matrix [41]. It enabled us to reduce the
data size of the elliptical Fourier descriptor (EFD) matrix while retaining as
much information as possible, and to obtain a subset of the principal compo-
nents. The selected principal components (PCs) can be used as shape descriptors
of the otolith in our analysis [42]. Each principal component represents a specif-
ic shape feature. Then a matrix of the selected EFDs was created by organizing
the selected elliptical Fourier descriptors into columns and the individual oto-
liths into rows [42]. Each cell of the matrix represents the value of the descriptor
for a given otolith. For each pair of otoliths, the Euclidean distance was calculat-
ed.

A mixed-effects model was used to test the effects of inner ear side, sampling
site, sex, fish size and fish weight on otolith shape, but also the effect of sampling
site, sex and side on size parameters. Their interactions were also taken into ac-
count. Analysis of variance (ANOVA) was performed. Using the mixed-effects
model. This statistic measures the difference between the estimated variance of
the model’s random effects and the residual variance (or error).

For a better estimate of the divergences between samples, we performed mul-
tivariate analyses treating all traits simultaneously. Linear discriminant analysis
(LDA) is a statistical analysis commonly used for classification and dimension
reduction [43]. It is used to extract discriminant information from multivariate
data for classification.

Applied LDA is a classification algorithm that seeks to maximize the separa-
tion between classes using a linear combination of features.

LDA using geographical positions to define the groups to be tested revealed
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principal components that significantly explained the variation in otolith shape.
Canonical discriminant analysis (CDA) and mixed factorial discriminant analy-
sis (MDFA) were then performed to assess the effect of gender, side and sam-
pling site.

All statistical tests were performed using the following packages in a Python en-
vironment (Numpy, matplotlib, pyplot, Scikit-learn, Pandas, mapply, Plotnine,
Plydata, statsmodels, seaborn, scipy) [44].

4. Results
4.1. Relations between Length and Weight of Fish

The relationship between fish length and fish weight (Figure 2) varied consider-
ably from site to site. Lagoon Porto-Novo and Lake Nokoué show a strong linear
relationship between these two variables, with a large proportion of the variabil-
ity explained. The Atlantic Sea, on the other hand, shows a very weak and insig-

nificant relationship.

4.2. Relations between Fish Size and Otolith Morphometrics

The correlation between total fish length and otolith size (Supplementary Ap-
pendix Table S1), examined at several fishing sites, reveals significant varia-
tions in the strength of this relation from one site to another. In particular, at
Lake Nokoué, the correlation is remarkably robust, indicating a significant influ-
ence of otolith length on total fish length (Figure 3). In the South Atlantic coast
of Benin, on the other hand, the correlation is lower, indicating a less significant
contribution of otolith size to variation in total fish length. Data analysis reveals a

significant relation between total fish length and otolith length, with substantial

1201 e Lagoon Cotonou (R=0.19, P=0.0000)
Lagoon Porto-Novo (R*=0.82, P=0.0000)
Lagoon Nokoué (R*=0.76, P=0.0000)

@ Atlantique Sea (R>=0.02, P=0.1250)

100+

80

Total-weight
=N
S

40

20

20 30 35 40
Total-length
Figure 2. Regression showing the correlation between a fish total length (TL) and weight

(W).
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Locations o Atlantique Sea e Lagoon Cotonou Lagoon Porto-Novo e Lake Nkoué
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Figure 3. Regression showing the correlation between fish size and otolith morpho-
metrics (A: Area; B: Length, C: Width, D: Perimeter).

variation in this relation according to the fishing site. The other otolith variables
(width, area, perimeter) also have significant relationships with total fish length,
but their impact also varies from site to site.

a) Analysis of Euclidean Distances

The analysis of Euclidean distances between the right and left sides at the dif-
ferent study sites offers interesting insights into ecological symmetry or asym-
metry in the ecosystems examined. Average distances vary from site to site, re-
flecting different levels of similarity between the right and left sides.

b) Mixed-Effect Linear Analysis

At Lagoon Cotonou and Lake Nokoué, mean distances are relatively low (4.49
and 4.17 respectively), indicating some regularity or similarity between the sides.
These results suggest ecological consistency, although local variations may also
be present.

In contrast, the Lagoon Porto-Novo and southern Atlantic coast sites show
higher mean distances (6.17 and 6.26 respectively), suggesting greater disparity
between the right and left sides. These results could indicate greater ecological
variation or significant differences between habitats on these two sides.

The results of analysis of variance (ANOVA) tests for different morphologi-
cal variables (Length, Width, Area, Perimeter) as a function of the Sites:Side
and Sites:Sex factors (Table 2) reveal that for Length, the Sites:Side factor (P-
value > 0.05), while the Sites:Sex factor shows a tendency towards significance
(P-value approaching 0.06). As for width, the Sites:Side factor shows no signif-
icant difference, but the Sites:Sex factor is significant (P-value < 0.05). Finally
For Area and Perimeter, neither the Sites:Side nor Sites:Sex factors show sig-

nificant differences.
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4.3. Analysis of Otolith Fluctuating Asymmetry

Wilcoxon analysis was used to estimate asymmetries in otolith size (length,
width, area, perimeter) at various study sites (Supplementary Appendix Table
S2). The results show that there are disparities between right and left (Figure 4)
otolith lengths in the Lake Nokoué and Cotonou lagoons (p < 0.05), while the
Porto-Novo (0.071) and Atlantic coast (0.480) lagoons show no significant dif-
ference. Lake Nokoué and the Atlantic coast reveal a significant fluctuating
asymmetry in width (p < 0.05), suggesting significant variations between these
sites. On the other hand, no significant difference was found in the Porto-Novo
(0.899) and Cotonou lagoons (0.422). For otolith surface area, Lake Nokoué,

Table 2. Linear mixed model on biometric data.

Otolith parameters sum_sq df F P-value
Sites:Side 1.844 3.0 1.493 2.153e-01
Length
Sites:Sex 2.657 3.0 2.485 0.060
Sites:Side 0.676 3.0 1.783 1.492e-01
Width
Sites:Sex 8.726e—-01 3.0 2.761 0.041
Sites:Side 35.607 3.0 1.181 3.161e—-01
Area
Sites:Sex 6.667e+01 3.0 2.488 6.003e—02
Sites:Side 35.607 3.0 1.181 3.161e-01
Perimeter
Sites:Sex 1.583e+01 3.0 2.045 0.107
A
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Figure 4. Difference between the mean shapes of the reconstructed left and right otoliths at each
station (A: Porto Novo Lagoon, B: Cotonou Lagoon, C: Lake Nokoué, D: Atlantic coast).
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Figure 5. Canonical Discriminant Analysis with the first two canonical variables of
the biometric parameters for 4 classes (Lake Nokoué (green), Porto-Novo Lagoon
(yellow), Cotonou Lagoon (red), Atlantic Coast (blue)).

Cotonou Lagoon and the Atlantic coast showed significant fluctuating asym-
metry (p < 0.05), highlighting differences between these sites.

Analysis of Otolith Characteristic Variations

ANOVA results indicate that otolith length, width and area are variables that
significantly differ between groups (p < 0.05). Width and area appear to be par-
ticularly important in discriminating between groups as a function of the inde-
pendent variable. Perimeter also shows a significant but less pronounced differ-
ence (Supplementary Appendix Table S3).

The graphical representation of the first two canonical variables of the bio-
metric parameters (Figure 5) offers a significant visualization of the complex re-
lationships between these variables. The scattering of points in the graph indi-
cates a grouping of the two lagoon environments.

The absence of a statistically significant Mantel correlation (—0.20) with a p-
value greater than 0.05 suggests that no clear association was identified between
the Mahalanobis distances of otolith biometric parameters and geographical dif-
ferences. In other words, spatial variation in otolith biometric characteristics
does not appear to be closely related to the geographical differences examined in
this analysis.

4.4. Otolith Shape Analysis

The results of the analysis of variance (ANOVA) reveal that height, weight and
side have significant effects (p < 0.05) on otolith shape variation, while gender
shows no significant difference (p = 0.31). The various interactions between
these variables are presented in the table, along with F-statistics, explained varia-
bility and corresponding p-values.

The interaction between gender and sites shows no significant difference (p =
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Canonical 2

0.233). For the interaction between side and sites, although the p-value is slightly
above the traditional threshold (p = 0.084), it indicates a trend towards signifi-
cance. Finally, the interaction between length and sites shows (p > 0.05), also
suggesting a trend towards significance, albeit just above the standard threshold.

These results suggest subtle relationships between the biological characteris-
tics studied and otolith shape (Table 3).

The MANOVA analysis (Supplementary Appendix Table S4) suggests that
there are significant differences between the different sites (p < 0.0001). The
graphical representation of the first two canonical variables of the morphological
parameters (Figure 6) offers a significant visualization of the complex relation-
ships in otolith shape at each site. The dispersion of points in the graph clearly
indicates a distinct grouping of the two lagoon environments, the lake environ-
ment and the marine environment.

The Mantel correlation between the mahalanobis distance of morphological
parameters and geographic distance is —0.34, with a p>0.05. This correlation is
not statistically significant, meaning that there is no clear association detected
between the two data sets. In other words, there is no significant linear relation-

ship between the observations of the two datasets.

Table 3. Mixed linear shape model.

sum_sq df F P-value
Sex:Sites 35.732 3.0 1.427 0.233
Side:Sites 54.591 3.0 2.225 0.084
Length:Sites 61.469 3.0 2.470 0.060
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Figure 6. Canonical Discriminant Analysis with the first of two canonical otolith shape var-
iables for 4 classes (Lake Nokoué (green), Porto-Novo Lagoon (yellow), Cotonou Lagoon
(red), Atlantic Coast (blue)).
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Figure 7. Difference in mean shapes of reconstructed right otoliths between the four sites
used for Elops lacertaidentification.

Dendrogram analysis based on Euclidean distance reveals (Supplementary
Appendix Figure S1) distinct groupings between the sites studied. More specifi-
cally, the Porto lagoon and Lake Nokoué are grouped on the same branch, indi-
cating a higher morphometric similarity between these two sites. The Cotonou
lagoon follows this grouping, showing an affinity with the Porto lagoon and
Lake Nokoué. In contrast, the sea is separated from these three sites, forming a
distinct branch, highlighting significant differences in otolith morphology be-
tween marine and lagoon environments. This organization of the dendrogram
suggests structured relationships between sites in terms of otolith morphometric
variability.

The lowest Width/Length ratio is associated with the “Atlantic Sea” class, with
a value of 0.59. Otoliths from the Porto Novo lagoon were closer to those from
Lake Nokoué, which in turn were closer to those from the Cotonou lagoon
(Figure 7). The amplitudes of directional asymmetry at all sites, measured as the
percentage of non-overlapping area between right and left otolith shape, aver-
aged 6.793%, 6.921, 5.627% and 5.181% respectively for E. Jacerta individuals
sampled on the southern Atlantic coast, in Lake Nokoué and in the Cotonou and
Porto-Novo lagoons). These mean values show a significant directional asym-

metry for E. Jacerta.

5. Discussion

The present study has shown that the Elops lacerta population differs by geo-
graphical area. Overall, the results are coherent with those of previous studies on

pelagic fish species [45] [46]. The results of our analysis reveal substantial varia-
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tion in the relationship between otolith morphology and fish biological parame-
ters at different study sites, demonstrating the importance of taking local varia-
bility into account in these aquatic ecosystems.

The linear relation observed between fish length and weight in the Porto-
Novo lagoon and Lake Nokoué suggests a significant correlation between these
two parameters at these sites. In contrast, the southern Atlantic coast shows a
weak, non-significant relation. These differences could be attributed to varia-
tions in environmental conditions, such as the availability of food resources [47].
The significant variation in the influence of otolith biometric parameters on the
total fish length between sites suggests a differentiated morphological response
of the Elops lacerta species to the local environment.

This first study of the morphology of Elops lacerta otoliths at different sites in
Benin provides crucial information on ecological relationships in these aquatic
ecosystems. Analysis of the asymmetry between the right and left sides revealed
that the differences observed could be linked to specific environmental condi-
tions, such as the availability of food resources, water quality or other ecological
factors [6]-[52]. This type of asymmetry is very common in biology, and repre-
sents developmental instability, Ze. the inability of an organism to produce a
regular phenotype under several stress conditions [50] [51] [52] [53]. Fluctuat-
ing asymmetry, defined as random deviations from perfect symmetry between
the left and right otoliths, has been reported for some species of roundfish and
flatfish [22]-[56]. The significant variations in fluctuating otolith asymmetry be-
tween sites underline the morphological plasticity of the Elops lacerta species.
These differences could be influenced by local selective pressures, such as preda-
tion, competition or site-specific environmental conditions [19]. However, the
fluctuating asymmetry detected within each site for any biometric parameter
(length, width, area, perimeter) could be explained by the vulnerability of this
trait to immediate changes in environmental factors, such as pollution, extreme
physical conditions and habitat quality [57] [58] [59]. In the same context, some
works have published the presence of a fluctuating asymmetry between the two
sides of the otoliths, right and left, and have suggested this variability to numer-
ous biotic and abiotic factors and explained that these factors can be a tool to
measure developmental instability [60] [61].

In biology, symmetry in bilaterally symmetrical organisms such as vertebrates
is so consistent that it is generally regarded as the norm, supported by homeo-
static processes [62]. Symmetry between the left and right otoliths, showing the
two strictly similar parts of the vestibular system, has been observed in Gadus
morhua [7]-[63], Coryphaena hippurus [64], Xiphias gladius [65], Scomber
scombrus [8], Melanogrammus aeglefinus [12], Mullus barbatus [12], Clupea
harengus [61] and Lutjanus kasmira [65]. Directional asymmetry has been
measured for several fish species. This directional asymmetry of otoliths, show-
ing lateralisation, was observed for the round fish Liza ramada [66], Diplodus
annularis [67], Scomberomorus niphonius [68] and Merlangius merlangus [61]

Solea solea (9], Pleuronectes platessa [12], Limanda limanda [61] and Lepi-
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dorhombus whiffiagonis [60]. This study identified a directional asymmetry in
the shape of the otoliths of Elops lacerta. Sex, weight, size and their interaction
were analyzed to assess sources of uncertainty and reveal actual differences in
otolith shape between the four sampling sites. The results obtained suggest its
utility as a stock differentiation tool. The results of the otolith shape analysis
suggest its potential use as a stock differentiation tool. Asymmetry in otolith
shape was observed both within and between populations. These results showed
the significant impact of size, weight and side on variation in otolith shape, sug-
gesting that factors intrinsic to the fish, such as its size or weight, could play a
crucial role in determining otolith morphology [6]. Volpedo and Echeverria
(2003), have also confirmed this hypothesis. There is no difference in otolith
shape between the sexes. This result has already been proven in Atlantic macke-
rel Scomber scombrus [8], Atlantic cod (Gadus morhua [49]) and blue whiting
(Micromesistius poutassou [42]). Differences in environmental conditions can
have a considerable influence on otolith growth and, consequently, on the shape
of the otoliths formed [69]. The shape of sagittas is conservative enough and re-
flects many life histories to be considered specific [70] [71]. Its capacity for mor-
phological variability is considerable and strongly influenced by biotic and abiot-
ic parameters [72] [73]. In addition, the composition of the diet in terms of es-
sential polyunsaturated fatty acid concentration affects endolymph composition
and thus generates shape variability. The composition of the alimentary bolus
explains otolith shape variation better than the amount of food ingested by the
animal [61]. The importance of otolith shape analysis goes beyond differentia-
tion, as it also enables us to understand the events that influence the life history
of each individual [73] [74]. Mentel’s test indicates that spatial variability in oto-
lith characteristics does not necessarily follow geographical differences. This
could be due to active fish migration or to local adaptations independent of ge-
ography.

In conclusion, this study contributes significantly to the discrimination of
Elops lacerta sampled at different sites. The asymmetry found between the right
and left otoliths validates previous research findings on stock distinction, using
otolith morphology and biometric parameters. Understanding the variability of

morpho-biological relationships is crucial for aquatic resource management.

6. Conclusion

This study makes a significant contribution to the discrimination of Elops lacer-
ta populations at different sites. The asymmetries observed between otoliths val-
idate the potential use of morphology and biometric parameters to differentiate
stocks. Understanding the variability of morpho-biological relationships is es-

sential for effective management of aquatic resources.
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Appendix

Table S1. Regression results for biometric data.

Species

Variable R-Squared

P-Value

1) Lagoon Cotonou

2) Lagoon Cotonou

3) Lagoon Cotonou

4) Lagoon Cotonou

5) Lagoon Porto-Novo
6) Lagoon Porto-Novo
7) Lagoon Porto-Novo
8) Lagoon Porto-Novo
9) Lake Nokoué

10) Lake Nokoué

11) Lake Nokoué

12) Lake Nokoué

13) Atlantique Sea

14) Atlantique Sea

15) Atlantique Sea

16) Atlantique Sea

Length
Width
Area
Perimeter
Length
Width
Area
Perimeter
Length
Width
Area
Perimeter
Length
Width
Area

Perimeter

0.312310 1.528003e-11

0.288971 1.214285e-10

0.336841 1.607686e—12

0.348560 5.330115e-13

0.212284 4.435396e—-08

0.225754 1.453738e—08

0.292954 4.215640e-11

0.271582 2.852656e—10

0.477551 2.474792e-22

0.579334 3.039971e-29

0.686779 1.248478e—38

0.557913 1.162805e-27

0.054956 2.295220e—-02

0.092842 2.826567e—03

0.130784 3.418303e—-04

0.086244 4.068379e—03

Table S2. P-value of asymmetry fluctuating between right and left.

P VALUE
SITES LN LP LC AS
Length 0.0009 ™ 0.071 0.007™ 0.480
Width 3.66e—08™" 0.899 0.422 7.57e-05""
Area 1.79e-12"" 0.859 0.018™ 0.0002"™
Perimeter 4.21e-08™ 0.373 0.0003™ 0.005™

Table S3. ANOVA results for otolith length, width and surface area between groups.

Parameter Wilks L. Partial L. F P-Value
Length 0.106 0.977 3.95 <0.0001
Width 0.119 0.865 26.57 <0.0001
Area 0.119 0.869 25.757 <0.0001
Perimeter 0.105 0.978 3.75 <0.0001
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Table S4. MANOVA of principal components.

Value DF F Value P Value
Wilks® Lambda 0.19 39.00 27.77 <0.0001
Pillai’s Trace 0.87 39.00 16.12 <0.0001
Hotelling-Lawley Trace 3.64 39.00 47.01 <0.0001
Roy’s Greatest Root 3.54 13.00 137.87 <0.0001
3.5
3.0
2.5
3
s
52,0
g
=
215
5]
1.0
0.5
0.0 -
Lake Nokoué Lagoon Porto-Novo Lagoon Cotonou Atlantique Sea

Figure S1. Dendrogram of studied sites.
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Abstract

This study examined the right and left otoliths of 174 individuals of Pseudoto-
lithus senegalensis from the Porto-Novo lagoon, Lake Nokoué and the Atlan-
tic coast. The results show a significant variation in the population according
to geographic location. Mixed-effects linear analysis showed no significant
variation by site, side or sex (p > 0.05). Analysis of otolith shape using ANOVA
showed significant differences for length, width and area (p < 0.05), but not
for perimeter (p > 0.05). Canonical discriminant analysis revealed significant
differences between sites (p < 0.05). Finally, shape analyses showed significant
differences between sites (p = 0.0001) and between right and left sides (p =
0.007), but no difference by sex (p = 0.395). The study of otolith morphology
is therefore proving to be a valuable tool for differentiating stocks and under-
standing ecological variations.

Keywords

Otoliths, Pseudotolithus senegalensis, Factorial Analysis,
Porto-Novo Lagoon, Atlantic Coast and Lake Nokoué
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1. Introduction

Total local production from marine, river, lagoon and lake fisheries is insufficient
to meet the demand of the Beninese population. Artisanal fisheries mainly catch
species with a high market value, such as Sciaenidae (21.75%), Polynemidae
(8.77%), Lutjanidae (5.52%) and Sparidae (4.07%) [1]. The Sciaenidae are a di-
verse and abundant family of fish closely related to snappers, but they are distin-
guished by a short spiny dorsal fin and much longer adipose fin than anal fin,
which has only one or two spines [2]. This family includes a large diversity of
fishes, such as curvins, drum fishes, meagre fishes and weak fishes. It comprises
around 70 genera and 270 species, 14 of which are sampled along the Gulf of
Guinea, on the coast of West Africa [2]. The genus Pseudotolithus senegalensis
(Valenciennes, 1833), belonging to the family Sciaenidae, represents an abundant
and economically important group of fish in the coastal waters of Benin [3]-[5],
and along the Atlantic coast of West Africa [6].

In tropical waters, it is particularly difficult to determine the age of fish from
otoliths because of the similarity of the seasons throughout the year. The otolith
is a mineral formation found in the vestibular organ of the inner ear. The sensory
structures of the inner ear include the utricle, saccule and /agena, with individual
otoliths: the /apillus, sagittaand astericus [7]. These otoliths are metabolically in-
ert, meaning that they cannot be modified or generally resorbed [8]. Several stud-
ies have exploited otoliths as tools in the field of fisheries science [9]. These for-
mations are considered to be natural archives, permanently preserving infor-
mation about the environment, past climate and the life history of the individual.
Their form has proved useful in fish age studies [10]-[12], ontogenetic processes
[13] and the spatial and temporal migrations of fish [14].

Sagittal otoliths show relatively higher inter- and intra-specific variability in
terms of shape and size. This makes them effective for identifying fish species [15]-
[17], populations [18] and stocks [12]-[20]. In addition, genetic and exogenous
factors such as water temperature, salinity, depth and food supply have some in-
fluence on otolith morphological variability [21]-[23]. Our aim here is to assess
the morphometric and morphological variability of P. senegalensis otoliths in la-

goon and marine environments.

2. Materials and Methods
2.1. Sampling

This comparative study was carried out at three different locations: the Porto-
Novo lagoon, Lake Nokoué and the coast of Benin on the Atlantic Ocean (Figure
1). The Porto-Novo lagoon, covering an area of approximately 35 km?, is located
in south-east Benin between latitudes 6°25' and 6°30' North and longitudes 2°30'
and 2°38' East. Lake Nokoué lies between latitudes 6°20' and 6°30' North and lon-
gitudes 2°20' and 2°35' East. These two environments are receptacles for the wa-

ters of the Ouémé and S0 rivers, and they communicate with each other, especially
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during the low-water period when Atlantic tides are strong. The coast of the At-
lantic, south of Benin, comprises various bodies of water in communication with
the sea, located between 1°20' and 3°00' East longitude and 3°00' and 6°40' North
latitude. The sample totaled 174 individuals of Pseudotolithus senegalensis, dis-
tributed as follows: 50 from the Porto-Novo Lagoon, 62 from Lake Nokoué, 62
from the Atlantic coast (Table S1). Each individual was sampled with measures

of total length (TL + 0.1 cm) and total weight (W £ 0.1 g).
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Figure 1. Map of Pseudotolithus senegalensis sampling locations (S1: Lake
Nokoué; S2: Porto-Novo Lagoon, S3: Atlantic coast).

2.2, Extraction of the Otolith and Image Processing

Extraction of each pair of otoliths (the left and right sagittal otoliths) was per-
formed by cutting off the head and then removing the gills. The otoliths were col-
lected with forceps, cleaned with distilled water, then dried and preserved in Ep-
pendorf tubes. The species name, area, and date of sampling were noted on a label
adhered to the tube. Otolith images were acquired using a Canon powershot dig-
ital camera (12.1 mega pixels) through a binocular microscope. Image processing
of the whole otoliths was performed using photoshop CS6 image processing soft-

ware. In order to compare the shapes of the left and right otoliths, a mirror image

of the left otolith was used.
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2.3. Otoliths Shape Analysis

The otolith outline was described using Fourier elliptic analysis [24] on each oto-
lith. The contour was delimited and extracted after image pre-processing leading
to a transformation of the original image into a binary image. The OpenCV library
was then used to detect the otolith contours in the pre-processed image. This en-
abled the shape of the otolith to be represented as accurately as possible. The co-
ordinates (x, y) of the main contour describing the shape of the contour were ex-
tracted [25]. Elliptical Fourier analysis [24] was carried out on each otolith outline
and extracted after binarization of the image. For each otolith, the first 100 ellip-
tical Fourier harmonics (H) were extracted and normalized with respect to the
first harmonic and were therefore invariant to size, rotation and the starting point
of the otolith contour description [26]. To determine the number of harmonics
required to reconstruct the otolith contour, the cumulative Fourier power (F) was
calculated for each individual otolith as a measure of the accuracy of the contour
reconstruction obtained with n harmonics): n harmonics (e, the proportion of

variance in the contour coordinates explained by the &

% Aj%i + Bi? + Ci? + Di?
F(n)=> >

k=0

where Aj Bi, Ciand Di are the harmonic coefficients and 11 is the total number
of harmonics included. The value of n; was chosen so that ) explains 99.99%
of the variance in contour coordinates, 7.e. it reconstructs the shape with 99.99%
accuracy [24]. In the second part of the study, Image] software was used (using a
predefined scale of 1 millimeter) to determine otolith biometric parameters
(length (Lo), width (Wo), area (Ao) and perimeter (Po)). Size parameters are
measures directly related to otolith size, unlike shape indices, which are dimen-
sionless measures and therefore independent of otolith size. The shape of the oto-
lith relative to a geometric reference shape such as an ellipse for ellipticity (E), and
a square for aspect ratio, was determined. They are simple to obtain, and the bio-
logical interpretation of the associated results is less complex than that of results

obtained from multivariate data [27] [28].

2.4. Statistical Analysis

Length-weight relationships in fish are considered to be allometric growth models
of the type:
Total Weight = K x Total Length®

The parameters of such a model are estimated by linear regression on data that

have undergone a log-log transformation:
Log (Total Weight) = Log(K) + b x Log(Total Length).

Three types of descriptors were analyzed, including otolith size parameters
(Length: Lo; Width: Wo; Perimeter: Po; Area: Ao), shape indices (Ellipticity and
Aspect Ratio), and EFDs. The analysis focused on the asymmetry between left and

right otolith shapes, examining the impact of side on their morphology. To evaluate
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fluctuating asymmetry, the absolute value of the difference between the right and
left sides for length, width, area and perimeter measurements was calculated.
Then, the mean of the absolute value of the difference was calculated for each
measurement. A Shapiro-Wilk normality test for each measurement was per-
formed to assess the distribution of the data. Finally, a student’s t test to determine
whether the mean differs significantly from zero was performed. The percentage
of asymmetry using the mean of the absolute difference of otolith size parameters
and the mean of the right side for each species was calculated. Finally, whisker box
plots for each measure (length, width, area and perimeter) as a function of species
and sampling site selected were produced to visualize data distributions. Principal
component analysis (PCA) was applied to an otolith size matrix and the Elliptical
Fourier Descriptor (EFD) matrix [29], enabling reduction of the data size of EFD
matrix while retaining as much information as possible, and acquisition of a sub-
set of the principal components. The selected principal components (PCs) can be
used as shape descriptors of the otolith in the analysis [30], where each principal
component represents a specific shape feature. Then a matrix of the selected EFDs
was created by organizing the selected elliptical Fourier descriptors into columns
and the individual otoliths into rows [30]. Each cell of the matrix represents the
value of the descriptor for a given otolith. For each pair of otoliths, the Euclidean
distance was then calculated. A mixed-effects model was used to test the effects of
inner ear side, sampling site, sex, fish size and fish weight on otolith shape, but
also the effect of sampling site, sex and side on size parameters (Length; Width;
Perimeter; Area). Their interactions were also taken into account. Analysis of var-
iance (ANOVA) was performed. using the mixed-effects model. This statistic
measures the difference between the estimated variance of the model’s random
effects and the residual variance. For a better estimate of the divergences between
samples, multivariate analyses were performed treating all traits simultaneously.
Linear discriminant analysis (LDA) is a statistical analysis commonly used for
classification and dimension reduction [31]. It is used to extract discriminant in-
formation from multivariate data for classification. Applied LDA is a classification
algorithm that seeks to maximize the separation between classes using a linear
combination of features. LDA using geographical positions to define the groups
to be tested revealed principal components that significantly explained the varia-
tion in otolith shape. Canonical discriminant analysis (CDA) and mixed factorial
discriminant analysis (MDFA) were then performed to assess the effect of sex, side
and sampling site. All statistical tests were performed using the following packages
in a python environment Numpy [32], matplotlib [32], pyplot, Scikit-learn [32],
Pandas, mapply, Plotnine, Plydata, statsmodels [32], seaborn, scipy [32].

3. Results
3.1. W-TL Relationship

The relationship between total weight and total length of fish was examined at

different locations, including the Porto-Novo lagoon, Lake Nokoué and the coast
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of the Atlantic Ocean (Figure 2). The results showed significant differences in the
length-weight relationship between the three sites studied. Lake Nokoué showed
the most robust correlation, followed by the coast of the Atlantic Ocean, while the

Porto-Novo lagoon showed the weakest correlation.

35
30
25 Porto-novo lagoon
y = 0.060x"%57
o~ R2=0.284 y
=20 p
= .« o
[ . L
Z15 L e
2 e
I9 ® ¢ 00
R o® .’/i é LY -
10 atlantic ocean west coast . * ,':Cé‘l—;’
y=0011e .’-,,::f&,'sf * .
5 R?=0.646 P X '.}’.. *
0 moomzzTIEe T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Total-length (cm)

Figure 2. The length-weight relationship of Pseudotolithus senegalensis according to the
sampling area, each point represents an individual fish.

3.2. TL-Otolith Measurements Relationship

The relationship between total fish length and the different otolith measurements
varied considerably between locations (Table S2). Figure 3 shows various mor-
phometric measurements (length, width, area, perimeter, aspect ratio and ellipti-
city) as a function of total length for different aquatic sites: Porto-Novo lagoon,
Lake Nokoué and the coast of the Atlantic Ocean. The Porto-Novo lagoon shows
the highest dispersion with weak or moderate exponential trends. Differences be-
tween right and left are minimal. As for Lake Nokoué, there are well-defined ex-
ponential trends in all the morphometric measurements, with clear differences
between right and left. This suggests a stronger correlation between measure-
ments and total length at this site. Finally, for the coast of the Atlantic Ocean, the
clusters of points are more scattered and showed few clear trends, while the dif-

ferences between right and left are also minimal.

3.3. Effect of Various Factors on the Biometric Parameters of
Otoliths

The results of the linear mixed-effects analysis (Table 1) examining the effect of
site, side and sex on different otolith measurements, such as length, width, area
and perimeter, indicate that these otolith characteristics did not vary significantly

according to location, side and sex (p > 0.05).
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Figure 3. Regression showing the correlation between fish size and otolith morphometrics for right (blue) and left (red) otoliths.

Table 1. Results of linear mixed model by each otolith morphological descriptor with the interaction between location and inner

ear side and sex of Pseudotolithus senegalensis.

Otolith Parameters sum_sq Df F P-value

Location:Side 0.124 2 0.040 0.960

Length
Location:Sex 0.393 2 0.127 0.880
Location:Side 0.147 2 0.153 0.857

Width
Location:Sex 0.189 2 0.193 0.823
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Continued
Location:Side 6.170 2 0.02 0.973
Area
Location:Sex 52.353 2 0.224 0.799
Location:Side 0.941 2 0.036 0.963
Perimeter
Location:Sex 2.186 2 0.085 0918

3.4. Analysis of Fluctuating Otolith Asymmetry

Analysis of the asymmetry percentages (Supplementary Appendix Table S3) by
parameter and by site revealed interesting variations in otolith symmetry between
the different localities studied (Figure 4). For otolith width, the Porto-Novo la-
goon showed an average asymmetry percentage of 4.12%, while the coast of the
Atlantic Ocean and Lake Nokoué showed slightly different values, with 3.60% and
4.85% respectively. There are also differences between locations in terms of otolith
surface area. The Porto-Novo lagoon has an average asymmetry percentage of
4.66%, while the coast of the Atlantic Ocean has the highest level of asymmetry at
5.78%, and Lake Nokoué has an intermediate value of 4.58%. Similar trends were
observed for otolith perimeter and length. The coast of the Atlantic Ocean has the
largest percentage of asymmetry, followed closely by the Porto-Novo lagoon,

while Lake Nokoué has the lowest values.
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Figure 4. boxplot percentage asymmetry of otolith biometric parameters by each sampling
location.

Wilcoxon analysis was used to estimate otolith size asymmetries (length, width,
area, perimeter) in the different study locations (Table S4). The results showed
that at the Atlantic Ocean coast, there were significant differences between the
areas and widths of otoliths on the right and left sides (p < 0.05), but no significant
differences were observed for length and perimeter (p > 0.05).

As for Porto-Novo Lagoon, the results showed significant differences in all oto-
lith characteristics between the right and left sides (p < 0.05), suggesting a marked

asymmetry in the otoliths of fish from this site. Finally, at Lake Nokoué, analyses
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indicated significant differences between the length, perimeter, width and area of
otoliths on the right and left sides (p < 0.05), suggesting a pronounced asymmetry
in the otoliths Pseudotolithus senegalensis of Lake Nokoué (Figure 5).

The results of the ANOVA indicate that otolith length, width and surface area
are variables that differ significantly between groups (p < 0.05). The perimeter
showed a p-value of 0.45, suggesting a non-significant relationship (Supplemen-
tary Appendix Table S5, Supplementary Appendix Figure S1).

3.5. Analysis of Otolith Shape

The results of the analysis of variance (ANOV A) reveal that the interaction of size,
weight and side with site have significant effects (p < 0.05) on variation in otolith
shape. The interaction between sex and site did not show a significant difference
(p > 0.05). The different interactions between sex, fish length and fish weight as a
function of site are presented in Table 2, with the corresponding F statistics, var-

iability explained and p-values.
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Figure 5. Difference between the mean shapes of the reconstructed left and right otoliths at each station ((a): Lake Nokoue,

(b): Atlantic coast, (c): Porto-Novo

Lagoon).
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Table 2. Mixed linear shape model on otolith morphological parameters.

sum_sq df F P-value
Sex: locations 4.169e+04 3 1.257 0.285
Side: locations 1.420e+05 3 4.447 0.012
Length: locations 1.016e+05 3 3.859 0.046
Weight: locations 1.263e+05 3 3.859 0.022

The effect of sampling location on otolith shape was significant in the multivar-
iate mixed-effects model (Table S6, Table S7), suggesting variation in otolith
shape that could be used to discriminate between individuals from different sta-
tions. The multivariate mixed-effects model on the S shape matrix showed that
there was a significant difference between left and right otoliths (p < 0.05) when
considering sampling locations, but no difference between individuals according
to sex (p > 0.05). After PCA on the Fourier elliptical descriptors (FED), the first
two PCs performed (Figure S2) explained 82% of the total variance of the FED.

The lowest width/length ratio is associated with the “Atlantic coast” class, with
a value of 0.52. Otoliths from the Porto Novo lagoon are closer to those from Lake
Nokoué, which are themselves closer to those from the Porto Novo lagoon (Figure
6). The magnitudes of directional asymmetry at all locations, measured as the per-
centage of the surface not overlapping between the shape of the right otolith and
that of the left otolith, were on average 10.78%, 4.56% and 4.53% respectively for
Pseudotolithus senegalensis individuals sampled on the Atlantic coast, in Lake
Nokoué and in the Porto-Novo lagoons). These mean values showed a significant

directional asymmetry for Pseudotolithus senegalensis.
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Figure 6. Difference in mean shapes of reconstructed right otoliths between
the three locations used for Pseudotolithus senegalensis identification.

4. Discussion

4.1. Impact of the Weight-Length Relationship on the Population of
Pseudotolithus senegalensis According to Sampling Location

The results of this study indicated that the population of Pseudotolithus
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senegalensis varies according to geographical area. The Porto-Novo lagoon and
the Atlantic coast show cases of positive allometry, with different degrees of
growth between the weight and length of the fish. Troadec (1971) and Sun (1975)
drew similar conclusions concerning the length-weight relationships of P. sene-
galensis in Congo and Senegal respectively, showing positive allometric growth.
This observation contrasts with the results of Sossoukpe et al (2013) who found
isometric growth for P. senegalensis in Beninese water bodies, but is similar to
those of Adjigbe et al (2023) also in Beninese water bodies. In fact, length-weight
relationships do not remain uniform throughout the year, but show variations in-
fluenced by factors such as food availability, feeding rate, gonad development and

the physiological state of the animal, as indicated by Santos et al. (2002).

4.2. Influence of Environmental Factors on Otolith Growth

The fluctuation in the relationship between total fish length and various otolith
measurements across different geographical locations reveals complex dynamics,
suggesting a strong influence on the specific geographical location. The results
indicate that the relationship is most robust and significant in the Porto-Novo
lagoon, with significant correlations for measures such as otolith length and
width, as well as otolith area. This finding suggests that otolith growth and devel-
opment are closely related to total fish length in this specific environment. How-
ever, this relationship loses its strength and significance in other locations such as
Lake Nokoué and the coast of the Atlantic Ocean. In these regions, the correlation
between total fish length and otolith characteristics is less significant or even weak.
For example, although the relationship is significant for the otolith perimeter in
the Porto-Novo lagoon, it is less marked in the other locations studied. According
to Taylor 1985, given that calcium absorption and serum calcium levels are asso-
ciated, there is a biological justification for associating changes in fish size with
otolith growth. Conceptually, daily variations in fish size are associated with the
amplitude of a period of CaCOs deposition (Z.e. the area under a peak). Thus, oto-
lith growth is determined by the period of deposition, and each period amplitude
can be linked to the age and size of the fish. In all cases, the allometry is positive.
This indicates that otolith characteristics increase in proportion to the total length
of the fish. Such results have been published by several authors who have provided
evidence of the allometric growth of otoliths [13]-[38]. To begin with, the differ-
ences observed in the width of the otoliths between the locations suggest varia-
tions in the symmetry of this anatomical feature. The Porto-Novo lagoon has a
slightly higher average percentage of asymmetry than the coast of the Atlantic
Ocean and Lake Nokoué. This could reflect differences in selective pressures or
environmental conditions specific to each site, potentially influencing the growth
and development of otoliths. The origin and consequences of fluctuating otolith
asymmetry in fish remain largely unknown and debated, although it has been doc-
umented in several fish species and is regularly associated with stress and/or en-

vironmental heterogeneity, and therefore considered an indicator of developmental
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instability. These results reveal the importance of interactions between several fac-
tors, such as size, weight, side and site, on variation in otolith shape in Pseudoto-
lithus senegalensis, whereas no influence was observed for the morphometric pa-
rameter. They also show the potential of otolith shape as a marker to discriminate
between individuals from different stations and suggest promising avenues for fu-
ture research into the biology and ecology of this species. In our case study, no
effect of sex was observed. It has previously been shown that sexual dimorphism
has no effect on otolith shape in swordfish, Atlantic mackerel (Scomber scombrus
[35]), haddock (Melanogrammus aeglefinus [39]), Atlantic cod (Gudus morhua

[40]) or blue whiting (Micromesistius poutassou [30]).

4.3. Multifactorial Interactions on Otolith Shape

The shape of otoliths in fish from different geographical origins is influenced by a
combination of abiotic environmental factors, such as temperature and salinity,
and biotic factors, such as the availability of prey. Moreover, this form also de-
pends on the individual genotype of the fish [41]-[45]. In addition, ontogenic
changes in otolith configuration, often assessed through variations associated with
size, have been observed to result from the diversity of growth rates as a function

of habitat quality and development processes [46] [47].

4.4. Directional Asymmetry between Sites

Analysis of the amplitudes of directional asymmetry reveals significant differences
between locations. Individuals sampled on the Atlantic coast show significantly
higher directional asymmetry than those sampled in Lake Nokoué and the Porto-
Novo lagoons. This observation may indicate differences in environmental con-
straints or growth patterns that influence otolith symmetry in Pseudotolithus sen-
egalensis in these different habitats. Our results show that DA can be observed in
otolith shape in round fish such as Pseudotolithus senegalensis. DA between right
and left otolith shapes has already been described for other roundfish species such
as Liza ramada [48], Diplodus annularis [49)], Diplodus puntazzo [50], Clupea ha-
rengus [51] and Scomberomorus niphonius. Otoliths from the Porto-Novo la-
goon appear to be closer to those from Lake Nokoué, and vice versa, than those
collected on the Atlantic coast. This similarity between otolith shapes in lagoons
and lakes may reflect similar environmental conditions or comparable growth
patterns in these coastal and freshwater habitats, as opposed to the more con-

trasting marine environment of the southern Atlantic coast.

5. Conclusion

This study revealed variations in the shape of otoliths of Pseudotolithus senega-
lensisacross different locations, notably the Porto-Novo lagoon, Lake Nokoué and
the Atlantic coast. Analyses revealed that the relationship between otolith mor-
phometric measurements and total fish length was most robust and significant in

the Porto-Novo lagoon, moderate on the Atlantic coast, and weak in Lake Nokoué.
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Site, side or sex factors had no effect on the biometric parameters. Canonical dis-
criminant analysis showed significant differences between sites, indicating the in-

fluence of the environment on otolith shape.
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Supplementary

Table S1. Sampling information (total length and total weight) of Pseudotolithus senega-

lensis in Benin waters according to the sampling locations.

Lagoon of Porto

Sampling locations Lake Nokoué Atlantic coast
Novo
Mean + SD 22118 23.6+25 272+19
Total length
max 27.0 31.2 32.2
(cm)
min 18.0 18.0 234
Mean + SD 3.8+1.8 8.70 £ 3.3 13.7+25
Total weight (g) max 12.2 18.6 22.2
min 3.8 3.2 7.4
Table S2. Regression results.
Location Variable R-squared P-value
Length 0.016 1.632e-01
Width 0.012 2.259e-01
Lake Nokoué
Area 0.023 9.025e-02
Perimeter 0.022 9.920e-02
Length 2.02e—04 8.838e-01
Width 0.002 6.106e-01
Atlantic coast
Area 0.003 5.566e—-01
Perimeter 3.33e-04 8.512e-01
Length 0.209 1.664e—06
Width 0.165 2.638e-05
Porto-Novo Lagoon
Area 0.228 5.018e—-07
perimeter 0.269 3.108e-08

Table S3. Percentage asymmetry of biometric parameters per location.

Otolith parameters Porto-Novo Lagoon Lake Nokoué Atlantic coast
Length 0.774 0.596 1.501
Width 4.118 4.849 3.602

Area 4.656 4.578 5.779
Perimeter 0.906 1.410 1.891
Table S4. P-value of asymmetry fluctuating between right and left.
Otolith parameters Locations

LN LP AC

Length 0.015** 0.0282** 0.314

Width 3.352e-10*** 4.380e—-11*** 0.003***
Area 3.282e-11%** 5.329e—15*** 0.01**
Perimeter 2.367e—-05%** 0.023** 0.164

**: Significant at p < 0.01; ***: Significant at p < 0.001.
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Table §5. ANOVA results for otolith length, width and surface area between groups.

Attribute Wilks L. Partial L. F p-value
Length 0.724 0.981 3.198 P <0.05
Width 0.862 0.824 36.418 P <0.05

Area 0.815 0.872 25.071 P <0.05

Perimeter 0.714 0.995 0.806 P >0.05

Table S6. MANOVA of principal components: location side.

locations: side Value DF F Value P value
Wilks’ lambda 0.792 44.00 1.796 <0.0001
Pillai’s trace 0.215 44.00 1.76 <0.0001
Hotelling-Lawley trace 0.251 44.00 0.72 <0.0001
Roy’s greatest root 0.202 22.00 2.96 <0.0001

Table S7. MANOV A of principal components: location sex.

locations: sex Value DF F Value P value
Wilks’ lambda 0.91 44.00 0.72 0.908
Pillai’s trace 0.09 44.00 0.73 0.906
Hotelling-Lawley trace 0.10 44.00 1.82 0.909
Roy’s greatest root 0.05 22.00 0.84 0.669
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Figure S1. Canonical Discriminant Analysis with the first two canonical variables of
the biometric parameters for 4 classes (Lake Nokoué (red), Porto-Novo lagoon (blue),
Atlantic coast (green)).
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Figure S2. Difference in mean shapes of reconstructed otoliths between identified stock
units: Lake Nokoué (red; Left: solid line, Right: dotted line), Atlantic coast (green; Left:
solid line, Right: dotted line), Porto-Novo Lagoon (blue; Left: solid line, Right: dotted line).
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Titre : Potential directional asymmetry of the otolith shape tested on the red mullet (Mullus
barbatus) in the Mediterranean Sea: comparative analysis of 2D and 3D otolith shape data

Auteurs : Nicolas Andrialovanirina 2, Emilie Poisson Caillault ', Sébastien Couette 3, Rémi
Laffont 3, Lauriane Poloni *, Camille Lutet-Toti 3, Kélig Mahé 2

Affiliations :
' Université du Littoral Cote d’Opale (ULCO), 62228 Calais, France
2 Ifremer, Laboratoire Ressources Halieutiques, 62321 Boulogne-sur-Mer, France.

% Ecole Pratique des Hautes Etudes, PSL, Paris & UMR Biogéosciences, université de
Bourgogne, 21000 Dijon, France.

Conférence : vISC 2022 - Virtual International Sclerochronology Conference. 13-15
September 2022, Online

Abstract: A wide number of techniques were developed and applied to identify and
discriminate stocks. Among them, otolith’s shape, which is affected by environment and
genetic factors, can be used as a tool to identify the populations within the species. Before to
identify the boundaries of stocks, the potential drivers, which control the otolith shape, must
be analysed. In this study, Directional Asymmetry (DA, the effect of otolith’s location side, i.e.,
left versus right inner ear) was tested combining the approaches to otolith shape in 2D and
3D on 560 adults of the red mullet Mullus barbatus (Linnaeus, 1758) which is one of the most
abundant demersal fish species in the Mediterranean Sea. Studied individual were sampled
from 7 subunits for 2D analysis (476 individuals) and 3 subunits for 3D analysis (84
individuals) of geographical subareas (GSAs). To analyse otolith shape, the normalized
Elliptical Fourier Descriptors (EFDs) computed from the two-dimensional outlines (extracted
from otolithes 2D pictures) and Spherical Harmonic shape descriptors computed from
three-dimensional surfaces/meshes (extracted from otolithes 3D scans) were analysed with
principal component analysis (PCA) method. PCA's scores were used in the multivariate
mixed-effects model with side and subunits effects. From 3D surfaces/meshes, the univariate
variables (i.e. otolithe’s surface and volume) were analysed with Redundancy analysis (RDA)
too. The EFDs from 2D images showed that the side effect was significant on the otolith
shape (p-value<0.00001). The reconstructed outlines of the mean Fourier harmonics of the
left and right side were plotted and the percentage of non-overlapping surface was 1.010%.
However, the interaction between side and geographical subareawas nosignificant from 2D
images. The EFDs from 3D images showed that the side effect was signifant
(p-value<0.00001). In additionnal, the interaction between side effect and geographical
subarea was signifiant (p-value< 0.00001) from 3D images. The relationship between the fish
length and the surface of 3D otolith shape was significant (p-value =0.001), this trend was
not observed by the otolith volume (p-value=0.698). For these two univariate descriptors of
3D otolith shape, there were no significant difference between left and right otoliths. This
comparative analysis of otolith shape in 2D and in 3D showed showed that the 3D approach,
presents the data with more accuracy than those extracted from the regurlarly used 2D
approach. This difference is very important because the directionnal asymmetry was
significant on the relationship between the otolith 3D shape and the geographical area of
sampling while this trend is not observable from the otolith 2D shape. This first study
showing the difference between 2D and 3D approaches should be confirmed in the future.
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Titre : Comparaison analyses 2D et 3D de la forme des otolithes de rougets barbets pour
discriminer les populations

Auteurs : Nicolas Andrialovanirina ¥ 2, Emilie Poisson Caillault 1 , Sébastien Couette 3, Rémi
Laffont 4, Lauriane Poloni 2, Kélig Mahé 2

Affiliations :

1 Université du Littoral Coéte d’'Opale, UR 4491, LISIC, Laboratoire d’Informatique Signal et
Image de la Cote d’Opale, F-62100 Calais, France

2 Ifremer, Laboratoire Ressources Halieutiques, 62321 Boulogne-sur-Mer, France
3 Ecole Pratique des Hautes Etudes, PSL Université, 75014, Paris, France
4 CNRS, Biogéosciences, UMR 6282, Université de Bourgogne, 21000 Dijon, France

Conférence : Journée du Laboratoire d’Informatique Signal et Image de la Céte d’Opale. 11
Juillet 2022, Calais

Résumeé : Selon I'estimation de la FAO, la population mondiale atteindra plus de 9 milliards d’habitants
d’ici 2050. De ce fait, le besoin en protéines ne cesse de croitre alors que 33% des stocks poissons
dans le monde sont en surexploitation. Une gestion durable des ressources halieutiques est ainsi
nécessaire pour subvenir au besoin présent et futur. Cette gestion passe d’abord par la délimitation des
unités de gestion ou des stocks. Il existe plusieurs éléments d’analyse possibles comme la microchimie
et la forme de I'otolithe, les marqueurs génétiques ou naturels (parasite...). L'otolithe est une piece
calcifiée dans I'oreille interne du poisson dont la forme varie selon sa génétique et son environnement.
Cette forme de l'otolithe est trés utilisée actuellement, d’'une part parce qu’elle permet d’intégrer les
composantes génétiques et phénotypiques et d’autre part parce qu’elle présente une analyse a faible
co(t de traitement par rapport aux autres méthodes. De plus, leurs analyses sont de plus en plus
standardisées (packages, codes R/Python). Actuellement les images acquises en 2D sont utilisées pour
la délimitation des stocks de poissons. Ces images sont acquises a partir de scanners ou loupes
binoculaires puis standardisées pour étre enfin analysées notamment a l'aide des descripteurs
elliptiques de Fourier. Cette analyse pourrait étre améliorée gréace a des images 3D. L’acquisition
d’'images en 3D se fait en 3 étapes avec la prise d’'images radiographiques sur plusieurs angles a 'aide
d’'un microtomographe a rayon X, puis la reconstruction en 3D des images 2D, et enfin la segmentation
par seuillage des objets 3D. Chaque point de la surface de I'objet 3D (vertex) est projeté sur une sphére
et leurs coordonnées sont leur distance angulaire a une origine des axes X, y et z. L'analyse de
descripteurs de Fourier en 3D se fait grace aux angles de chaque point des meshs 3D a l'origine (x, y
et z). Le rouget barbet de vase (Mullus barbatus), qui est un poisson benthique commercial, a été étudié
a partir de 35 zones couvrant toute la mer Méditerranée. 1023 rougets barbets de vase ont été
échantillonnés (en collectant les otolithes droit et gauche, leurs positions géographiques, taille, poids,
sexe, génétique et les données environnementales). Ce jeu de données est utilisé aussi pour estimer
I'apport de I'analyse 3D par rapport a I'analyse 2D pour connaitre précisément les limites de stocks. A
partir d’analyses de Fourier 2D et 3D des classifications supervisées (LDA) et non-supervisées
(Clustering) sont réalisées pour délimiter les stocks. La reconstruction de la forme moyenne des
otolithes pour chaque groupe différentié permettra de connaitre les différences de structure de I'otolithe
et de caractériser le niveau de différence entre les stocks adjacents. Le début de cette étude a montré
que l'analyse en 3D des otolithes est treés chronophage par rapport a I'analyse 2D mais elle permet de
prendre en compte la globalité de la forme de I'otolithe. A la fin de cette étude, nous espérons
caractériser les effets qui expliquent les changements de forme de I'otolithe (génétique, environnement,
symeétrie), comprendre la morphogenése de I'otolithe vis-a-vis de ces 3 facteurs, identifier la précision
des analyses 2D et 3D et enfin mesurer 'intérét de I'analyse 3D.
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Titre : 3D otolith shape for the main commercial species (flatfish and roundfish) in the Eastern
Channel and the North Sea

Auteurs : Nicolas Andrialovanirina ¥ 2, Kélig Mahé !, Sébastien Couette “°, Aurélie Matéos 3,
Rémi Laffont 5, Lauriane Poloni 5, Emilie Poisson Caillault *

Affiliations :
! Ifremer, Laboratoire Ressources Halieutiques, 62321 Boulogne-sur-Mer, France

2 Université du Littoral Cote d’Opale, UR 4491, LISIC, Laboratoire d’Informatique Signal et
Image de la Cote d’Opale, F-62100 Calais, France

8 Université d’Artois, Unité BioEcoAgro UMR 1158, Arras, France

4 Ecole Pratique des Hautes Etudes, PSL Université, Paris, France

5> Biogéosciences, UMR 6282 CNRS, Université de Bourgogne, 21000 Dijon, France
Conférence : I0S 2023 - 7th International Otolith Symposium. October 9-13 2023, Chile

Abstract : Otolith shape analysis is commonly used in fisheries sciences to validate the
relationship with fish length, to discriminate between stock units of fish, and to identify fish
species from archeological data or stomach contents. However, all otolith studies have used
two-dimensional (2D) images, a partial representation of the whole shape of the otolith. This
study presents a comparative analysis of 2D and three-dimensional (3D) otolith shape data for
many commercial species (flatfish: Lepidorhombus whiffiagonis, Scophthalmus maximus,
Scophthalmus rhombus, Solea solea, Limanda limanda, Microstomus kitt, Platichthys flesus,
Pleuronectes platessa and roundfish: Clupea harengus, Sardina pilchardus, Sprattus sprattus,
Engraulis encrasicolus, Gadus morhua, Melanogrammus aeglefinus, Merlangius merlangus,
Trisopterus luscus, Mullus surmuletus, Eutrigla gurnardus, Chelidonichthys cuculus,
Chelidonichthys lucerna, Trachurus trachurus, Zeus faber) in the Eastern English Channel and
the North Sea. 2D otolith images were made with an optical scanner, and 3D otolith images
with an X-ray microtomograph. For each species, several specimens were selected from the
complete size range. Otolith shape was assessed by analyzing several descriptors from 2D
and 3D images from the otolith size parameters (Length, Width, Perimeter, Area and Volume).
The relationship between fish length and otolith shape parameters are not the same within
species and/or among species for 2D versus 3D data. Moreover, the relationship between 2D
otolith size parameters and 3D otolith parameters are different among species. These results
demonstrate the importance of 3D otolith shape analysis. In the future, the number of studies
using otolith shape analysis in three dimensions must be increased strongly to validate
previous studies on 2D images.
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Titre : Analyse de forme en 3D des otolithes pour mieux délimiter les stocks du rouget barbet
de vase en utilisant 'asymétrie des cotés de l'oreille interne

Auteurs : Nicolas Andrialovanirina ¥ 2, Emilie Poisson Caillault 1 , Sébastien Couette 3, Rémi
Laffont 4, Lauriane Poloni 2, Camille Lutet-Toti 4%, Kélig Mahé ?

Affiliations :

1 Université du Littoral Coéte d’'Opale, UR 4491, LISIC, Laboratoire d’Informatique Signal et
Image de la Cote d’Opale, F-62100 Calais, France

2 Ifremer, Laboratoire Ressources Halieutiques, 62321 Boulogne-sur-Mer, France

% Ecole Pratique des Hautes Etudes, PSL Université, 75014, Paris, France

4 CNRS, Biogéosciences, UMR 6282, Université de Bourgogne, 21000 Dijon, France
5 Alma Mater, Studiorum —Universita di Bologna, 40126 Bologna, Italie

Conférence : 9 EME JOURNEE REGIONALE DES DOCTORANTS EN AUTOMATIQUE
(JRDA), juin 2023, Lille, France

Résumé : L'analyse de la forme de Il'otolithe est I'une des techniques les plus répandues dans
le monde pour distinguer les unités de stock de poissons, car elle integre a la fois des facteurs
environnementaux et génétiques. Toutes les études précédentes sur la forme de I'otolithe ont
été réalisées a l'aide d'images bidimensionnelles (2D), une représentation partielle de la forme
totale de I'otolithe. Avant d'identifier les limites des unités de stock, I'influence d'autres facteurs
potentiels contrélant la forme de I'otolithe doit étre analysée afin de limiter leur biais. Dans
cette étude, la présence d'une asymétrie dans la forme de I'otolithe en fonction du c6té de
I'oreille interne (c'est-a-dire l'oreille interne gauche par rapport a l'oreille interne droite) a été
testée sur le rouget barbet de vase (Mullus barbartus) provenant de la mer Méditerranée ; en
comparant les approches des analyses de la forme de I'otolithe en 2D et en trois dimensions
(3D).
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Titre : Clustering: Fish Environment and Fish Stocks
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Abstract : Otolith shape are commonly used to discriminate fish populations and
intra-species stocks. These fish stocks and their otolith shape could be influenced by three
sources: its ontogeny, its genetics and the fish environmental conditions. We analyze an
approach for modeling between the fish otolith structure and socio-ecological or
environmental changes at various spatial scales and consider the possibility to develop the
clustering criteria for evaluating environmental models. They will participate in a competition
with a goal to choose the most adequate and applied clustering method using information
criteria (Rand index, Adjusted rand index, mean and fuzzy silhouette). Median and range of
each environmental variable from Y-year time period considered (Y=1,3,5) are computed
from OGS MED-Units Task data extracted from the models produced by the E.U. Copernicus
Marine Service and available on the Copernicus website (https://marine.copernicus.eu/).

The analysis of long memory and persistence in the process of influence modification for the
considered year, three years and five years is studied. The adequacy of the model has been
tested on real time data using partial and full Geographical sub area (parts of the
Mediterranean Sea). The important task is the development and checking of quality criteria
model building, which allows us to analyze the number of ecological regions and select the
most adequate number of clusters. The model of estimation clustering algorithms is proved
by numerical experiment. During the process of creating software, a hierarchical framework
was conducted as described in this poster (selection of clustering approaches, selection of
criteria, statistical validation). Having considered the information criteria in spatial and
temporal resolution, we tried to explain the impact of data from different years on the
influences of environmental changes. The performance of the clustering algorithms
presented constitutes a benchmark against which several improvement strategies are
possible. The results obtained allow operational use of the clustering techniques of fish stock
of Red Mullet in Mediterranean sea according to a priori frontiers as Strait of Sicile and Strait
of Otranto.
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3D SAGITTAL OTOLITH RECONSTRUCTION FROM
SPHERICAL FOURIER DESCRIPTORS
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Titre : Red mullet stock identification without any reference using otolith shape
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Affiliations :

L Univ. Littoral Cote d’Opale, UR 4491, LISIC, F-62100 Calais, France

2|fremer, Fisheries Laboratory, 150 quai Gambetta, 62321 Boulogne-sur-Mer, France

Conférence : RFIAP 2024, SSFAM (Société Savante Frangaise d’Apprentissage Machine);
AFRIF (Association Frangaise pour la Reconnaissance et I'Interprétation des Formes), juillet
2024, Lille, France

Résumé : Dans le cadre d'une péche durable, subissant un changement global, la
connaissance préalable des limites géographiques de chaque population étudiée est requise.
Dans cette étude, I'analyse automatique innovante de la forme tridimensionnelle (3D) des
otolithes des rougets barbets de la Mer Méditerranée a été comparée a l'analyse
conventionnelle en bidimensionnel (2D). Il a été conclu que cette nouvelle technique
tridimensionnelle de la forme était plus précise pour délimiter le stock, que ce soit en utilisant
une classification non supervisée ou supervisée.
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RED MULLET STOCK IDENTIFICATION WITHOUT ANY REFERENCE
i USING OTOLITH SHAPE
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Titre : Otolithes 2D et 3D: de la structuration a la classification des poissons
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Résumé : Dans le cadre d'une péche durable, subissant un changement global, la
connaissance préalable des limites géographiques de chaque population étudiée est requise.
Dans cette étude, 'analyse automatique innovante de la forme tridimensionnelle (3D) des
otolithes des rougets barbets de la Mer Méditerranée a été comparée a I'analyse
conventionnelle en bidimensionnel (2D). Il a été conclu que cette nouvelle technique
tridimensionnelle de la forme était plus précise pour délimiter le stock, que ce soit en utilisant
une classification non supervisée ou supervisée.
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