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comparaison de méthodes d’observation
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RESUME. - En prenant comme exemple le gobie a créte Lophogobius cyprinoides (Pallas, 1770), les éléments (canaux
et pores et canaux sensoriels muqueux, et papilles sensorielles) composant le systeme latéral (SL) ont été observés selon
plusieurs méthodes de préparation. Des échantillons ont été préparés soit pour observation en microscopie électronique a
balayage (MEB), soit pour observation en microscopie photonique aprés immersion dans du liquide de fixation “Bouin
Hollande” ou dans du formol a 4% en eau de mer avant coloration au KMnOy (technique traditionnelle). Les résultats
obtenus avec le MEB et le Bouin Hollande sont meilleurs qu’avec la méthode traditionnelle et présentent une plus grande
reproductibilité. Bien que moins rapide et plus onéreuse, la méthode d’évaluation au MEB offre une finesse d’observation
qui n’est pas obtenue au Bouin Hollande en raison de la limite du grandissement en microscopie optique. Si 1’ultrastructure
des papilles sensorielles ne peut étre observable qu’au MEB, le SL des poissons Gobiidae peut étre facilement étudié de
maniere approfondie avec les deux méthodologies proposées dans ce travail. Elles sont a préconiser car plus fiables que la
technique traditionnelle consistant en une immersion dans une solution de permanganate de potassium et d’acide sulfuri-
que. Celle-ci détériore partiellement les papilles sensorielles du SL rendant son analyse plus délicate.

ABSTRACT. - Study of the lateral system of Gobiids: a comparison of various technical approaches.

The elements of the lateral system (LS) head, trunk and tail of Gobiidae were already highlighted by Sanzo (1911)
focusing on the distribution of mucous channels, pores, and sensory papillae. Many authors showed that the LS is useful for
the determinations of genus and species in this family. Unfortunately, because the LS is often covered by a mucous layer,
and consequently partially hidden, its observation requires a stereo microscope, with a preliminary chemical treatment with
potassium permanganate and sulphuric acid. Such a traditional preparation, while aggressive, remains a recourse. Light
observations with stereomicroscope are usually insufficient, even after preliminary preparation of the material. Two meth-
ods are proposed here in order to evaluate the lateral system of gobiids, using the crested goby Lophogobius cyprinoides
(Pallas, 1770) as case study. The biology of this cryptobenthic species, living in the Caribbean, is unknown. To investigate
the LS, we used the terminology of Sanzo (1911) modified by Miller (1986a). Concerning the first method (M1), samples
were fixed a few hours in 2% glutaraldehyde in sea water, washed twice in sea water at room temperature (RT), dehy-
drated in graded acetone series then critical point dried before observation with a scanning electron microscope (SEM).
The second method (M2) consists of a chemical fixation and staining of specimens into a fixative solution of Bouin Hol-
land (400 ml distilled water, 10 g copper acetate, 40 ml formalin, 4 ml acetic acid and 20 g picric acid) for two to three days
before observation with a routine stereomicroscope. The traditional method (M3) was implemented as control. In this last
case, samples were first fixed in 4% formalin in sea water, rinsed then chemically treated with 10 seconds in 2% KMnO,
solution followed by ten seconds in 0.3% H,SO4. M1 and M2 protocols allowed detailed observation of the entire LS, while
observations with M3 were biased and not reliable. Besides, the structure of the sensory papillae can be studied thoroughly
with SEM. KMnO, chemical treatment was exclusively employed up to date to investigate the lateral line system of Gobii-
dae. This study shows that two alternative methodologies exist and are more efficient. These techniques are not new but
their successful application to the study of the LS of the crested goby highlights their advantages in order to study small
fish species.

Key words. - Gobiidae - Lateral system - Sensory papillae - Mucous pores - Bouin Holland - Scanning Electron Microscopy.

Le systeme latéral (SL) de la téte, du tronc et de la queue
des Gobiidae a été mis en évidence par Sanzo en 1911. Son
étude est fondée sur le positionnement et la disposition des
canaux et pores muqueux et des papilles sensorielles présen-
tées en deux groupements de base de séries longitudinales
et transversales. Les travaux de Bohlke et Robins (1968),
Hoese (1971, 1983), Bath (1973), Akihito (1986), Gill ef al.
(1992), et plus récemment de Kovaci¢ et Golani (2007) et
de Bouchereau et al. (résultats non publiés) ont montré que

le SL de la téte et du tronc est tres utile dans la classification
du genre et de I’espece. Miller (1963, 1971, 1977, 1986a,
1986b, 1992) I’a largement utilisé dans I’aménagement du
systeme de classification et la taxonomie de la famille des
Gobiidae qui représente plus de 2000 especes (Bouchereau,
2001) dans le sous-ordre des Gobioidei qui en comprend
2211 (Nelson, 2006). Malheureusement, le SL baignant dans
du mucus est souvent peu apparent a I’ceil nu et son obser-
vation nécessite 1’emploi d’une loupe a fort grossissement
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Observation du systeme latéral des Gobiidae

Figure 1. - Le gobie a créte Lophogobius cyprinoides (Pallas,
1770) ; longueur totale : 63 mm. [The crested goby.]

apres un traitement chimique de durée variable au perman-
ganate de potassium et a 1’acide sulfurique en différentes
proportions (voir les protocoles de Bauchot et Pras, 1980 ;
Kovacié, 2005a ; Kovaci¢ et Golani, 2007, par exemple)
afin d’améliorer les méthodes traditionnelles d’observation
(Sanzo, 1911; De Buen, 1923 ; Iljin, 1930). Ces traitements
traditionnels demeurent un recours d’apres la littérature (De
Buen, 1923; Iljin, 1930; Kovaci¢, 2005a, 2005b; Kovacié et
Golani, 2007) lorsque les observations directes effectuées
sous loupe binoculaire sont insuffisantes. Méme dans le
cas de préparations sommaires comme 1’injection dans les
canaux muqueux de colorant (Miller, 1986b) ou d’air a fai-
ble pression (Kovaci¢, 2005b), le traitement au permanga-
nate reste privilégié.

Dans la littérature, les résultats sont présentés soit sous
forme de texte, soit sous forme de schémas de synthese plus
ou moins détaillés (Sanzo, 1911), comprenant rarement 1’en-
semble du SL de la téte et encore plus rarement celui du tronc
ou de la queue. Les séries de papilles y sont mentionnées par
des points dont la représentativité n’est que peu rigoureuse.
IIs correspondent chacun a une unité de papilles observée ou
fictive (servant a remplir le dessin sans respect du nombre
dans la série, donc non rigoureusement justifiée). De plus, le
nombre de papilles comptées est fourni aléatoirement pour
certaines séries choisies, et parfois placé systématiquement
sous forme de tableau avec la représentation pour chaque
face droite et gauche (Miller, 1988). Quand des documents
photographiques sont fournis, les séries sont plus ou moins
grossierement représentées par un trait, mais sans papille
apparente (Kovaci¢ et Golani, 2007). Déja, Miller (1986a)
avertissait que les colorations par traitement a 1’acide chro-
mique (Sanzo, 1911) ou au tannate ferrique (De Buen, 1923)
décalcifiaient au moins les structures osseuses superficielles
et, qu’avec celle au permanganate de potassium (Iljin, 1930),
elles avaient un effet nuisible sur I’aspect général du spéci-
men étudié. Beaucoup d’auteurs ne discutent pas de la validi-
té de cette méthode quand ils I’utilisent et ne montrent pas de
résultats directs mais une interprétation synthétique d’obser-
vations de matériels bruts et traités sous forme récapitulative
de texte, schéma ou dessin.
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D’autres méthodes d’observation du SL ont été utilisées
avec succes chez différentes especes de Téléostéens (Flock et
Wersill, 1962a, 1962b ; Flock, 1964 ; Appelbaum et Schem-
mel, 1983 ; Blaxter et al., 1983 ; Miinz et Claas, 1983) mais
n’ont jamais été appliquées aux Gobiidae. L’ objectif de cette
étude est de comparer 1’apport de deux de ces techniques
pour évaluer la répartition des éléments du SL des Gobiidae
en choisissant I’exemple du gobie a créte Lophogobius cypri-
noides (Pallas, 1770).

MATERIELS ET METHODES

Matériel d’étude

Le genre Lophogobius (Gobiidae) comprend trois espe-
ces réparties sur les cotes du Pacifique et de 1’ Atlantique.
L. bleekeri (Popta, 1921), se trouve dans le Pacifique ouest,
Malaisie (Ng et al., 1999) et Nouvelle-Guinée (Kailola,
1991), L. cristulatus (Ginsburg, 1939) se trouve dans 1’Est
du Pacifique Central (Hoese, 1995) et L. cyprinoides (Pallas,
1770) en Atlantique ouest, des Bermudes (Floride) a la cote
nord de I’Amérique du sud (Robins et Ray, 1986 ; Bohlke et
Chaplin, 1993) en passant par les Antilles. Ces deux derniers
posseédent une créte sur la téte plus développée (Dawson,
1972) chez L. cyprinoides que chez L. cristulatus.

Le gobie a créte, L. cyprinoides, a une longueur totale
(LT) maximale de 100 mm (Cervigén, 1966, 1994), un corps
subcylindrique, plutot allongé et effilé en arriere, une grosse
téte surbaissée avec de gros yeux rapprochés sur le dessus,
des grosses levres et des joues proéminentes. La biologie de
cette espece cryptobenthique n’est pas connue. Son habitat
est localisé dans des anfractuosités en bordure et sur tout le
fond des lagunes a mangrove. Sa particularité est la créte
dermique qui apparait en extension dans la région interorbi-
taire jusqu’a I’avant de ’origine de la nageoire dorsale. De
maniere générale, la soudure des deux nageoires pelviennes
forme le disque pelvien ventral qui a une fonction limitée de
ventouse et de locomotion. L. cyprinoides a été échantillon-
né dans la lagune de la Manche-a-Eau située en Guadeloupe
aux Antilles Francaises décrite par Bouchereau ef al. (2008)
puis Mantran et al. (2009). L'un des premiers objectifs de
I’étude de sa biologie a concerné la caractérisation du SL de
la téte, du tronc et de la queue suivant la distribution des
canaux et des pores muqueux ou gros pores, et des papilles
sensorielles ou génipores (Bouchereau et al., résultats non
publiés). Pour étudier ceux de L. cyprinoides, nous avons
adopté la terminologie de Sanzo (1911) modifiée par Miller
(1986a).

Méthodes

Selon la destination de 1’étude, des individus (32 < LT
(mm) < 78) ont été, pour une partie réfrigérés, et pour I’autre
fixés sans limite de temps, soit dans du glutaraldéhyde a 2%
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en eau de mer, soit dans du liquide de Bouin Hollande qui
possede une osmolarité respectant celle de 1’eau de mer et
donc des tissus d’animaux marins (Gabe, 1968), soit dans du
formol a 5% en eau de mer. Les individus ont ét€ manipulés
précautionneusement pour éviter tout dommage des papilles
sensorielles constituant le SL et les écailles ; la moindre
altération devient flagrante au microscope électronique a
balayage (MEB).

Observations au MEB (méthode M1)

Les individus sont intégralement plongés dans la solution
de fixation puis rincés dans trois bains successifs d’eau de
mer de quinze minutes chacun. Les échantillons sont alors
déshydratés dans une série de bains d’acétone de concentra-
tion croissante (30, 50, 70, 95%) et trois bains d’acétone a
100% de quinze minutes chacun. Ils sont ensuite desséchés
par la méthode du point critique (CO;) dans un appareil Bio-
rad (Polaron critical point dryer), puis métallisés a 1’or avant
observation a I’aide d’un microscope électronique a balaya-
ge (MEB) Hitachi-S-2500 sous une tension d’accélération
de 20 kV.

Pour 1’étude du SL au niveau de la téte, des tétes ont été
prélevées sur des spécimens appartenant a chacune des trois
catégories de taille suivantes, petite (LT < 33 mm), moyenne
(34 =< LT < 66 mm) et grande (67 < LT < 100 mm), obte-
nues en divisant par trois la taille maximale observée pour
L. cyprinoides, soit 100 mm (Cervigén, 1966). Nous avons
travaillé préférentiellement sur plusieurs individus entiers de
petite taille (32 < LT (mm) < 40) pour controler la régularité
de la distribution de I’ensemble des séries de papilles du SL.
Les études ont été réalisées a partir de documents photogra-
phiques qui permettent de garder la trace des différentes dis-
tributions observées.

Fixation au Bouin Hollande (méthode M2)

Les spécimens sont plongés dans du liquide de Bouin
Hollande (400 ml d’eau distillée, 10 g d’acétate de cuivre,
40 ml de formol, 4 ml d’acide acétique et 20 g d’acide picri-
que) puis observés en microscopie photonique.

Traitement au permanganate de potassium (méthode
traditionnelle M3)

Nous avons suivi les protocoles de Bauchot et Pras
(1980) et de Kovaci¢ et Golani (2007). Pour celui de Bauchot
et Pras (1980), nous avons sélectionné un lot d’individus de
tailles et de sexes différents préalablement fixés dans du for-
mol a 4% en eau de mer. Ils sont ensuite traités par un bain
de dix secondes en solution de permanganate de potassium
(KMnOy) a 2% et d’acide sulfurique (H,SO4) a 0,3%, puis
rincés a I’eau courante sans le bain d’acide chromique a 5%
préconisés par les auteurs. Le protocole de Kovaci¢ et Gola-
ni (2007) a été appliqué sur un lot d’individus aussi fixés au
formol, mais ensuite traités par un bain de vingt secondes en
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solutions successives de KMnOy4 a 2% et d’H,SO42a 0,3%,
puis rincés a I’eau courante. Les spécimens sont ensuite
observés en microscopie photonique.

RESULTATS

Les observations au MEB (M1), sous la loupe binocu-
laire apres traitement des individus au Bouin Hollande
(M2), ainsi que les prises de vues respectives effectuées sur
des individus de tailles et de sexes différents permettent de
mettre en évidence I’ensemble du SL de la téte dans tous ses
détails. Les pores muqueux des canaux (Fig. 2A, B) oculos-
capulaires antérieur (0, A, %, ®, o, B, Q) et postérieur (Q’,
07), et préoperculaire (v, 9, €) et I’ensemble des séries de
papilles sensorielles inventoriées par Sanzo (1911) peu-
vent aisément étre répertoriés. Les séries verticales 1 a 4
continues et les finales 5 et 6 discontinues coupées par la b
(Fig. 2C, D) sont présentes. Les séries longitudinale a, verti-
cale 7, r’ de la région post orbitale e et la série tr de la région
de I’oculoscapulaire située au-dessus de la série « sont iden-
tifiées comme absentes. La série e est discontinue au niveau
de la commissure des Ievres et se poursuit sous la machoire
inférieure latéralement avec les séries fet i de la région man-
dibulaire-oculoscapulaire). Sous la partie postérieure de la
créte (Fig. 2D), les papilles sensorielles sont non alignées,
la répartition des séries la, la’, la” est différente de celles
annoncées par Sanzo (1911) et Bauchot et Pras (1980), car
elles sont plutdt verticales qu’horizontales, tandis que la
série as est orientée plutot verticalement qu’horizontale-
ment (Fig. 2B). Les observations du SL de la téte faites au
microscope photonique avec la méthode M3 ne donnent pas
de bons résultats. En effet, les échantillons sont tous attaqués
par 1’acide sulfurique apres des bains espacés de 20 secon-
des, et sont a peine présentables apres des bains espacés de
10 secondes (Fig. 2E). Pour cette raison nous I’avons aban-
donnée rapidement. Le nombre de génipores comptés dans
leurs séries correspond a celui mentionné sur la figure de
synthese de nos observations du SL de la téte de L. cyprinoi-
des (Fig. 2F).

Avec M1 et M2, le SL du tronc de L. cyprinoides est visi-
ble et tres développé avec 19 séries transverses médianes
Itm (Fig. 3A), 4 dorsales Id (Fig. 3A), 3 caudales Ic (Fig. 3B,
C). La série ventrale w n’est pas montrée. Avec M3, le SL
du tronc d’un spécimen n’est représenté que par quelques
séries, jamais par leur ensemble.

La structure fine des papilles sensorielles n’a pu étre étu-
diée qu’au MEB avec des grossissements supérieurs a ceux
de la microscopie photonique et une meilleure résolution.
Les papilles sont orientées de la méme fagon dans chaque
série (Fig. 3D, E). La morphologie d’une papille peut étre
décrite (Fig. 3F) et ses caractéristiques dimensionnelles
mesurées.
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Figure 2. - Systeme latéral de la téte de L. cyprinoides (coté gauche) au microscope €lectronique a balayage MEB (A, C), au microscope
optique apres coloration au Bouin Hollande (B, D) et au permanganate de potassium (E) ; schéma de synthese (F). coa : canal oculoscapu-
laire antérieur ; cop : canal oculoscapulaire postérieur ; po : préoperculaire ; na : narine antérieure ; np : narine postérieure. [Head lateral
system of L. cyprinoides (left side) with scanning electronic microscope SEM (A, C) with optical microscope after Bouin Holland colora-
tion (B, D) and potassium permanganate coloration (E); diagram of synthesis (F). coa: anterior oculoscapular channel; cop: posterior
oculoscapular channel; po: preopercular channel; na: anterior nostril; np: posterior nostril.]
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Figure 3. - Systeme latéral du tronc de L. cyprinoides (coté gauche). A : séries transversales médianes, /rm, et dorsales, Id (MEB) ; B : séries
horizontales caudales, /c, observées au microscope optique apres coloration au Bouin Hollande ; C : séries transversales médianes, [tm, et
horizontales caudales, lc (MEB). Les papilles sensorielles (MEB) : D et E : orientation dans les séries ; F : morphologie. [Trunk lateral
system of L. cyprinoides (left side). A: median, Itm, and dorsal, 1d, transverse serie (SEM); B: caudal horizontal series, Ic, viewed with the

light microscope after Bouin Holland staining; C: median transverse, Itm, and caudal, Ic, series (SEM). Sensory papillae (SEM): D and
E: orientation in the series; F: morphology.]
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DISCUSSION

La méthode M3 au permanganate de potassium et a
I’acide sulfurique (M3) a été abandonnée apres de multiples
essais qui ont tous abouti a une documentation peu représen-
tative et fiable. Cette méthode altére énormément le matériel
et empéche objectivement de se prononcer sur une descrip-
tion du SL. L’observation ne permet pas de savoir si I’absen-
ce observée de composants du SL de la téte, du tronc ou de la
queue est d’origine ou si elle est due au traitement chimique
agressif. M3 ne nous a pas permis d’apprécier correctement
la complexité architecturale du SL de L. cyprinoides. Le
contraste de couleur est faible, marron sur marron, avec M3,
alors qu’il est plus fort, blanc sur vert avec M2. Pourtant,
beaucoup d’auteurs présentent leurs résultats, sur les Gobii-
dae, apres une simple observation directe sous loupe ou
microscope, et sont satisfaits de 1’utilisation de cette métho-
dologie quand ils I'utilisent comme appoint. En revanche,
des documents photographiques justifiant leurs observations
n’accompagnent qu’occasionnellement leurs schémas de
synthese.

Les méthodes que nous proposons, microscope électroni-
que a balayage (M1) ou microscopie photonique apres fixa-
tion-coloration au Bouin Hollande (M2), rendent possible
I’observation de I’ensemble du SL d’un Gobiidae. Ces deux
méthodes peuvent étre appliquées de fagon complémentai-
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re. M2, plus facile a mettre en place, peut étre utilisée pour
une vérification rapide. M1 peut servir a confirmer ce qui
n’aurait été seulement parfois que supposé avec M2. Si M1
représente un cofit plus élevé que M2, elle permet I’explora-
tion et I’observation dans les trois dimensions et d’obtenir
rapidement des images de tous les angles désirés. De plus,
le grossissement et la résolution (3 nm) obtenus au moyen
du MEB étant supérieurs a celui du microscope photonique
(résolution 0,2 ym), le champ d’évaluation du SL s’ouvre a
I’étude plus fine de ses composants, comme la structure des
papilles sensorielles.

Lutilisation du microscope €lectronique a balayage et de
la microscopie photonique apres fixation au Bouin Hollan-
de ont permis I’obtention de résultats tangibles et aisément
reproductibles. Les documents photographiques obtenus
avec M1 et M2, observés ensemble, facilitent et confortent
les interprétations que 1’on peut avancer ; ils restent réuti-
lisables pour des contrdles ultérieurs. Ces deux méthodes
permettent également d’assurer la validation des résultats de
comptage ou de mesures susceptibles d’étre vérifiées a tout
moment par tout observateur. De plus, les positions relatives
et les orientations des pores muqueux, ainsi que les nombres
de papilles sensorielles dans leurs séries respectives peuvent
&tre mieux détaillées. Avec ces deux nouvelles méthodolo-
gies d’études du SL des Gobiidae, qu’elles soient menées
ensemble ou indépendamment, le travail sur les documents

Tableau I. - Résumé des avantages et inconvénients des trois méthodes M1, M2, M3, utilisées pour étudier le systeme latéral des Gobiidae ;
MEB : microscopie électronique a balayage ; Bouin Hollande : méthode expliquée dans le texte ; permanganate de potassium : méthode
expliquée dans le texte, adaptée de Iljin (1930). [Summary of advantages and disadvantages of the three methods M1, M2, M3, used to
study the lateral system of gobiids; MEB: scanning electron microscope; Bouin Hollande: method explained in the text; potassium per-

manganate, method explained in the text, adapted from Iljin (1930).]

(MEB apres
point critique et

reproductibilité des résultats
- observation de 1’ultrastructure des

Méthodes Avantages Inconvénients
- observation possible de tous les , . N
détails de Iensemble du SL - me.thode coliteuse, peu facile a mettre en ceuvre en
M1 - qualité des observations et routine

- temps de préparation des échantillons plus long qu’avec
M2 et nécessitant des appareils spécifiques (point critique,
métalliseur) ; I’utilisation du MEB environnemental

photonique apres
permanganate de
potassium)

- pas d’avantages

métallisation) papilles, mesures précises (résolution J . L.
de 3 nm) est plus avantageuse (pas de préparation spéciale des
L spécimens
- complémentarité avec M2 P )
- observation possible de tous les
M2 détails de I’ensemble du SL - espace réduit génant, car cela rend difficile les prises de
(Microscopie - plus rapide que M1, peu cofliteuse vues sous loupe binoculaire (probleme de profondeur de
i i oy :
. P . et plus facile a mettre en ceuvre en champ insuffisante)
photonique apres . ) . .
. routine - résolution de type photonique 0,2m) ne permettant pas
Bouin Hollande) ey . , s : :
- reproductibilité des résultats d’observer I’ultrastructure des papilles sensorielles
- complémentarité avec M1
M3 - méthode corrosive, perte de matériel, d’éléments du SL
(Microscopie - faible contraste

- observation difficile de tous les détails des trois grandes
parties du SL

- peu fiable et non reproductible

16
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photographiques imprimés permet une économie de temps
entre le début de la préparation de I’échantillon et la finalisa-
tion d’un document de synthese.

Le présent travail démontre pour la premiére fois la pos-
sibilité d’utiliser d’autres méthodologies plus performantes
et exhaustives que le traitement chimique exclusivement
employé a ce jour pour approfondir 1I’étude du SL des Gobii-
dae. Leurs avantages et inconvénients sont résumés dans le
tableau I. Les techniques auxquelles ces méthodes font appel
(observations au MEB et au microscope photonique apres
coloration au Bouin Hollande) ne sont pas nouvelles et ont
été appliquées a de nombreuses reprises sur des Téléostéens
autres que les Gobiidae et a des poissons non Téléostéens.
L’intérét de la microscopie électronique (MEB) a été démon-
tré avec des études, déja anciennes, sur le SL de la sole Solea
solea (Linnaeus, 1758) (Appelbaum et Schemmel, 1983),
du tilapia du Nil Oreochromis niloticus niloticus (Linnaeus,
1758) (Miinz et Claas, 1983) ou du hareng Clupea harengus
Linnacus, 1758 (Blaxter et al., 1983).11 en est de méme de la
microscope électronique a transmission (MET) sur 1’ultras-
tructure des cellules ciliées du SL acoustique de Lota lota
(Linnaeus, 1758) (Flock et Wersill, 1962a, 1962b ; Flock,
1964). La validité de ces techniques pour I’étude du SL des
Gobiidae est mise en évidence pour la premiere fois par cette
étude de L. cyprinoides. Les avantages de ces techniques
bénéficieront a 1’étude de poissons de petite taille autres
que des Gobiidae. De nouvelles observations du SL d’es-
peces différentes sont prévues au moyen du MEB environ-
nemental. Cette technique ne nécessite pas de métallisation
préalable des spécimens et permet donc de gagner du temps
lors de la préparation d’échantillons hydratés, en évitant les
artéfacts liés a 1’utilisation du point critique, et devrait donc
encore améliorer les études du SL.
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