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RESUME

La squelettochronologie est 'étude de la croissance périodique de I'os chez les vertébrés et comment
on peut obtenir I'dge des individus. Cette méthode, proche de la dendrochronologie qui étudie les
cernes annuels chez les végétaux ligneux, est appliquée chez les reptiles et les amphibiens depuis une
centaine d’années. Son utilisation chez les tortues marines est plus récente et a permis de fournir des
réponses & des questions restées sans réponse comme ['dge des individus, la vitesse de leur croissance
ou leur 4ge & maturité. Une analyse critique de la littérature scientifique est effectuée. De nombreuses
incertitudes subsistent quant 2 la réelle capacité de cette méthode a fournir un age aux individus des
sept espéces de tortues marines. Des pistes d’amélioration sont proposées mais certaines difficultés
resteront sans doute toujours un frein pour la généralisation de cette méthode.

ABSTRACT

The art of skeletochronology: tools and limits in marine turtle studies.

Skeletochronology is the study of periodic bone growth in vertebrates, and how the absolute age of
individuals can be obtained. This method, similar to dendrochronology, which studies annual rings
in woody plants, has been applied to reptiles and amphibians for around a hundred years. Its use
in sea turtles is more recent and has provided answers to unanswered questions such as the age of
individuals, their growth rate or their age at maturity. A critical analysis of the scientific literature is
carried out. Many uncertainties remain as to the real capacity of this method to provide an absolute
age for individuals of the seven species of sea turtles. Avenues for improvement are suggested, but
certain difficulties will undoubtedly continue to hamper the widespread use of this method.
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INTRODUCTION

La squelettochronologie est 'outil qui permet de déterminer
I’age des individus dans les populations lorsque la croissance
est périodique (Castanet ¢t al. 1993). Ce type de croissance
est observé chez les ectothermes et donc chez les reptiles,
incluant ainsi les tortues marines (Castanet 1994) mais peut-
étre retrouvé aussi chez des endothermes (Castanet ez 2/. 2000 ;
Castanet er al. 2004). La présence de lignes d’arrét de crois-
sance ne doit donc pas étre utilisée comme un critére d’ecto-
thermie (Kohler ez a/. 2012). Lutilisation de cette technique
nécessite a la fois un appareillage particulier pour la coupe, la
coloration et la visualisation des coupes d’os et une habitude
en ce qui concerne la lecture et interprétation des coupes
histologiques. Les auteurs qui ont développé cette technique
chez les tortues marines étaient tres prudents sur la validité
de la méthode a I'échelle individuelle : « The technique is not
advocated as a method for the age determination of individual
sea turtles» (Zug ez al. 1986). Mais cette prudence n'est plus
de mise actuellement et la méthode est présentée comme fiable
et précise pour estimer I'age absolu des individus (ge depuis
la naissance), par exemple «A robust approach to estimate
critical age-specific demographic rates and population-level
variation of these parameters is to use skeletochronology »
(Turner Tomaszewicz et al. 2022). Au contraire de cette der-
niére affirmation, une analyse critique de la littérature donne
une vision qui mérite au contraire d’étre tempérée.

PHYSIOLOGIE ET MORPHOLOGIE DES OS LONGS

Lorsque, la croissance est périodique, on distingue des périodes
de forte croissance osseuse et des périodes d’arrét de la crois-
sance, ce qui produit des lignes d’arrét de croissance. Alternant
avec les couches 2 croissance rapide, les annuli (un annulus)
correspondent & des dépots osseux relativement lents dans
la région considérée. Ils sont généralement plus translucides
et plus étroits que les couches a croissance rapide (Castanet
et al. 1992). 1l faut noter cependant que ces lignes d’arrét de
croissance visualisées sur des coupes histologiques ne sont pas
seulement le résultat d’un arrét de croissance, mais aussi d’'un
changement métabolique, puisque certaines des protéines
associées a ces lignes d’arrét de croissance en sont spécifiques
(Buffrénil & Quilhac 2021).

D’un point de vue des stratégies d’histoire de vie, cette
périodicité de la croissance a souvent été interprétée comme
une contrainte chez les ectothermes. Mais sa description chez
des homéothermes (Castanet ez /. 2000 ; Castanet ez al. 2004)
rend nécessaire de changer le point de vue et de la voir aussi
comme une stratégie adaptative: la croissance est souvent
interrompue pendant la saison défavorable en méme temps que
la température corporelle baisse, le taux métabolique ralentit
et les taux plasmatiques de facteur de croissance analogue a
linsuline-1 qui favorisent la croissance osseuse diminuent,
ce qui fait partie d’une stratégie thermo-métabolique plésio-
morphe pour la conservation de I'énergie. Inversement, les
épisodes de croissance tissulaire intense coincident avec des
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taux métaboliques maximaux et des changements hormonaux
corrélés au début de la saison favorable, ce qui indique une
efficacité accrue dans 'acquisition et I'utilisation des ressources
saisonniéres. LLa modulation de la croissance est donc le résul-
tat d’une interaction entre des facteurs de 'environnent et
un contréle hormonal du métabolisme et non seulement un
effet de I'environnement (Kéhler ez 2. 2012).

Des lignes d’arrét de croissance peuvent étre aussi observées
sur des animaux en présence d’un stress qui peut étre ther-
mique mais aussi environnemental (Woodward ez al. 2013).
Ce phénomene est bien connu chez ’homme et correspond
aux lignes de Harris (Papageorgopoulou ez a/. 2011). La varia-
tion de la photopériode peut aussi étre un facteur proximal
déclenchant une variation de la vitesse de croissance qui peut
conduire  lapparition de lignes d’arrét de croissance (Castanet
et al. 2004). Cest ainsi que chez les espéces tempérées, on
observe aussi des lignes de d’estivation ou parfois plusieurs
lignes correspondent a des reprises de croissance au cours de
la période hivernale.

Lapplication de cette technologie sur des cas réels semble
de prime abord simple: on coupe des os longs de facon
transversale, que I'on colore a ’hématoxyline d’Ehrlich et
on visualise sur les coupes des stries d’accroissement que 'on
compte. On émet alors 'hypothése qu'une strie correspond &
une année et en dénombrant le nombre de stries, on connait
le nombre d’années depuis la naissance. Cette méthodologie
marche relativement bien chez les ectothermes a vie courte
des régions tempérées (Castanet e al. 1993 ; Castanet 1994).

SQUELETTOCHRONOLOGIE
CHEZ LES TORTUES MARINES

Chez les tortues marines plusieurs difficultés apparaissent.
La premiere est de savoir si une ligne d’arrét de croissance
correspond a une année calendaire ou & un cycle qui pourrait
correspondre a des cycles de migration ou déplacement ou
chez les adultes pourrait correspondre a des cycles de repro-
duction. Il n'y a que trés peu d’informations disponibles a
ce sujet. Plusieurs études ont tenté de valider le fait que les
marques de croissance du squelette déposées dans les humé-
rus sont annuelles. Nous allons passer en revue ces études:

—des Tortues caouannes juvéniles (Caresta caretra (Linnaeus,
1758)) ont été marquées a 'oxytétracycline afin d’établir une
chronologie pour le dépdt des couches de croissance osseuse
périostée. Huit recaptures, couvrant des intervalles de un a
trois ans, ont été utilisées pour démontrer que ces couches
de croissance étaient « généralement» déposées sur une base
annuelle (Klinger & Musick 1992). Le terme « généralement»
est repris du texte original en anglais (typically est un faux-
ami et ne se traduit pas par typiquement). Sur la base de ce
qui est publié, il est impossible de se faire une idée claire de
ce que recouvre ce « généralement »3

— une expérience similaire a été effectuée sur un seul indi-
vidu retrouvé mort huit ans aprés le marquage. Les auteurs
indiquent qu’ils trouvent une bonne concordance entre le
nombre de lignes d’arrét de croissance et la durée depuis le
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marquage bien qu’ils admettent que ceci ne se voit pas sur
image publiée (Fig. 1A; Coles er al. 2001);

— une autre étude utilise une caouanne maintenue toute
sa vie en captivité et une juvénile de huit ans ainsi que 13
tortues de Kemp Lepidochelys kempii (Garman, 1880) (Sno-
ver & Hohn 2004). Les lignes d’arrét de croissance sur les
images des jeunes tortues de Kemp sont compatibles avec les
4ges connus des individus. En revanche, les lignes d’arrét de
croissance sur les caouannes plus 4gés sont particulierement
difficiles a interpréter, de 'avis méme des auteurs, puisqu'on
voit des doubles lignes d’arrét de croissance, des annuli (lignes
épatées) et de la résorption endostéale;

—deloxytétracycline a été injectée a 25 Tortues vertes Che-
lonia mydas (Linnaeus, 1758) issues d’'un milieu tropical (Sud
des Bahamas) ol les variations de température sont faibles et
aucune marque de croissance n’était visible dans les biopsies
des humérus de individus apres des périodes de 1,3 ou 2,4
ans (Bjorndal ez al. 1998);

— une autre étude sur les Tortues vertes d’ Hawai, ou les
variations de température sont plus importantes, a permis de
récupérer 14 humérus sur des individus marqués a I'oxytétra-
cycline. Sur ces 14, une trace fluorescente était visible chez 10
individus et interprétable chez six. Le nombre de lignes d’arrét
de croissance était conforme a ce qui était attendu chez cinq
individus, le dernier ayant des lignes doubles (Snover ez 4.
2011). Il est intéressant de noter que la décision de savoir si
une ligne d’arrét de croissance est doublée ou §'il s'agit de deux
lignes nécessite de connaitre I'age réel de I'animal!

Sur la base de ces résultats, la conclusion « providing strong
validation that growth marks are annual » (Snover ez a/. 2011)
semble plus un acte de foi qu'un résultat scientifique.

La deuxiéme difficulté qui apparait est la conséquence de
la résorption de l'os de la cavité médullaire. En effet, l'os se
dépose au niveau du périoste, donc sur la périphérie de I'os
(Buffrénil ez al. 2021). Au fur et & mesure que le diametre
croit, l'os présent dans la cavité interne soit se résorbe soit se
remodele. Le remodelage osseux est un processus physiologique
normal utilisé par les vertébrés pour maintenir une masse
osseuse constante (Amling ez a/. 2000) ou mobiliser du calcium
nécessaire lors de la reproduction (Kacem ez 4/. 2013). Suite &
ce processus, on perd 'information du nombre de lignes d’arrét
de croissance dans cette zone centrale, soit les plus lignes les
plus anciennes. Lorsque la longévité des individus est faible,
il peut étre assez facile de reconstruire lhistoire individuelle
perdue (Barbault ez al. 1979). Chez les espéces chez lesquelles
les individus ont une grande longévité potentielle, le nombre
de lignes d’arrét de croissance perdues peut étre important
et différentes méthodes ont été proposées pour reconstruire
le nombre de lignes d’arrét de croissance perdues par sa cette
résorption médullaire. Il faut noter cependant que, selon
les méthodes, 'estimation du nombre total de lignes d’arrét
de croissance peut varier du simple au double alors que les
hypotheses de base des différentes méthodes, par exemple le
«ranking protocol» et le «correction factor protocol» (Zug
et al. 2006), sont semblables. Le choix de I'une ou I'autre des
méthodes est un choix qui apparait arbitraire: « We consider
the correction factor protocol age estimates as biologically
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Distance au centre

Fic. 1. — A, Visualisation d’une partie de coupe d’humérus de Tortue imbri-
quée Eretmochelys imbricata (Linnaeus, 1766) (modifié de Snover et al. 2012)
sur laquelle une analyse radiaire de la densité osseuse a été effectuée (les
rayons partant du centre sont montrés) en utilisant le logiciel BoneProfileR
(Girondot 2024); B, la densité osseuse moyenne sur la zone de (A) indiquée par
une accolade correspondant a 42° est présentée en rouge. Les lignes noires
indiquent la densité sur un quartier de 6°. Les fleches indiquent la position des
pics correspondant aux trois lignes d’arrét de croissance.

more plausible because of the disassociation of age and size»
(Zug et al. 2006) mais la justification de 'importance de la
dissociation entre 4ge et taille n'est pas claire.

Un troisieme probléme auquel doit faire face cette méthodo-
logie concerne la difficulté de lecture des coupes histologiques
et la variabilité des os. Les coupes histologiques présentées
dans la littérature sont souvent des coupes bien typiques,
mais en pratique beaucoup de coupes sont parfois tres com-
plexes & interpréter. Le nombre de lignes d’arrét de croissance
qui sera dénombré par différentes expérimentateurs pourra
varier parfois de facon importante mais aussi différentes sec-
tions d’'un méme os ne raconteront pas forcément la méme
histoire. Ainsi Zug ez al. (2006) notent que les lignes d’arrét
de croissance sont absentes sur un c6té de 'humérus de six
individus sur 12 de la Tortue olivatre Lepidochelys olivacea
(Eschscholtz, 1829). Il est en de méme pour la Caouanne
chez laquelle les marques de croissance ne se distinguent pas
de la méme maniére sur toute la longueur de '’humérus (Coles
et al. 2001). Ce point semble particulié¢rement sensible pour
les ossicules sclérotiques utilisés en squelettochronologie chez
la Tortue luth Dermochelys coriacea (Vandellius, 1761) (Zug&
Parham 1996; Avens ez al. 2009, 2020), puisqu'en fonction de
lorientation de lossicule lors de la coupe, le nombre de lignes
d’arrét d’accroissement visualisées peut varier du simple a plus
que le double (obs. pers.). Selon le choix que fera I'expéri-
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mentateur, des résultats complétement différents peuvent alors
étre obtenus et ce qui est présenté dans les publications n'est
qu'une possibilité parmi de nombreuses. Cette difficulté est
classiquement retrouvée avec la squelettochronologie (Schucht
et al. 2021) mais est malheureusement discrétement mise sous
le tapis quand il s'agit de justifier 'utilisation de la méthode
pour connaitre 'dge absolu d’un animal.

Enfin, un autre probléeme de cette méthode concerne la
compaction des lignes d’arrét de croissance a partir d’une
période autour de la maturité sexuelle, quand 'animal investit
moins dans la croissance et plus dans la reproduction. 1l faut
noter que les tortues marines présentent une croissance dite
indéterminée, Cest-a-dire que la croissance continue tout au
cours de la vie de 'animal et la relation entre la période, ol on
observe un ralentissement de la croissance et la maturité sexuelle
nest clairement pas définie (Chevallier ez /. 2020). Toutes
les méthodes utilisant 'Age auquel est atteint une fraction de
asymptote d’'un modele de croissance déterminée (Logistique,
Gompertz ou von Bertalanfly par exemple) (Zug ez al. 1997 ;
Avens et al. 2009; Jones et al. 2011 ) ou méme indéterminée
comme avec un modele additif généralisé (Generalized Additive
Mixed-Model, GAMM) (Avens et al. 2015) sont basées sur des
hypotheses fausses. En effet, il n'existe pas de relation simple
et générale entre vitesse de croissance et maturité sexuelle et le
décalage temporel entre les deux phénomenes peut étre de plu-
sieurs années (Koztowski & Wiegert 1987 ; Koztowski 1992).
Par ailleurs, des interactions complexes entre vitesse de crois-
sance, ge de maturité sexuelle, taille des individus et quantité
de ressource sont observées chez les ectothermes (Berrigan &
Charnov 1994). Une telle interaction complexe a été observée
chez les tortues marines (Bjorndal ez /. 2013). On notera a
ce propos que I'dge a maturité sexuelle est une caractéristique
individuelle et, pour des especes comme les tortues marines qui
expérimentent une tres grande variété de milieux, déterminer
un 4ge moyen n'a pas beaucoup d’intérét. On parlera plutde
de norme de réaction de la probabilité d’atteinte de la maturicé
sexuelle en fonction de la taille de 'animal (Girondot ez 2/. 2021).

Lobjet de cette note est d’alerter les chercheurs utilisant les
données de squelettochronologie pour, par exemple, définir
des modeles de croissance des tortues marines, de la grande
incertitude qu’il y a sur la connaissance de I'dge réel des
individus. Il n'y a malheureusement que peu d’alternatives
pour déterminer 'dge absolu des tortues marines. La taille
des télomeres apparait ne pas étre corrélée a I'age des indi-
vidus chez les tortues et la quantification de la méthylation
de 'ADN donne un résultat proche de ce qu'on attend s'il
était purement aléatoire et donc a ce stade peut étre considéré
comme un faux-positif (Morales-Mérida ez al. 2024). Laccu-
mulation de pentoside (un sous-produit de la modification
post-traductionnelle du collageéne) a été aussi testée chez une
tortue aquatique continentale (Kinosternon flavescens (Agassiz,
1857)) et n'est pas non plus suffisamment fiable pour donner
un 4ge 4 un individu (Iverson ef al. 2017). Les méthodes de
marquage a la naissance existent et permettent de définir un
4ge absolu, mais seulement pour quelques individus  ce jour
(Tucek et al. 2014). En conclusion de cette courte note, on
peut considérer que la connaissance de I'dge des individus
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chez les tortues marines en utilisant la squelettochronolo-
gie présente un niveau d’incertitude trés important. Pour
construire des modeles de croissance, le nombre d’années
depuis deux captures est une métrique beaucoup plus fiable.
Si Iéchantillon est suffisamment grand, I'ensemble de la vie
des animaux peut étre couvert et il est possible d’obtenir des
résultats intéressants pour construire des modeles de croissance
en se passant de I'Age exact des individus.

On peut émettre plusieurs propositions pour améliorer la
situation. D’abord il est dommageable que les données origi-
nelles ne soient pas disponibles pour reproduire les résultats
publiés (par exemple les données issues de Zug ez al. 2006 me
m’ont pas été transmises malgré mes demandes a plusieurs
reprises). Lamélioration de la répétabilité et de la reproducti-
bilité des données est un point crucial : actuellement 'analyse
des lignes d’arrét de croissance passe par l'intervention d’'un
expérimentateur et le résultat est trés dépendant de celui-ci.
En prenant exemple de 'automatisation de 'analyse des coupes
d’os longs pour mesurer la répartition de leur densité osseuse
(Gonet et al. 2022), une analyse automatisée permettrait de
limiter 'impact de I'expérimentateur. Cela passerait par une
analyse automatique des coupes histologiques et une analyse
statistique des signaux périodiques. Il n’y a rien de rédhibi-
toire A ceci et une démonstration simpliste est présentée sur
la Figure 1. On peut rétorquer que I'ceil humain sera toujours
meilleur qu'une version automatisée ; cest peut-étre vrai, bien
que contestable, mais une technique automatisée sera non
biaisée par un présupposé, répétable et reproductible ce qui
est central dans l'activité scientifique. Il existe aussi une trés
grande confusion dans la littérature sur le nombre d’indi-
vidus réellement disponibles dans ces analyses. Un méme
individu peut étre réutilisé dans plusieurs publications sans
qu'on sache que c’est la méme. Il faudrait attribuer un code
unique, un identifiant digital, et qu'il soit utilisé dans toutes
les publications.
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