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I. INTRODUCTION ET PROBLEME

Parmi les nombreuses methodes proposees pour revaluation quantitative du
plancton, les methodes de denombrement prennent une place importante. La
qualite et la quantite de travail qu'elles necessitent sont souvent redoutees, mais la

precision et la multiplicity des renseignements qu'elles peuvent fournir les rendent

parfois indispensables.
Une fraction intime du volume planctonique total est observable. Le probleme

principal est done un probleme d'echantillonnage. Ce probleme est particulierement
complexe par le fait que, ä part les etapes oil Ton peut intervenir mecaniquement
pour obtenir une repartition au hasard, les echantillonnages sont effectues dans des

ensembles ne presentant pas de repartition au hasard; ceci autant au niveau des

prelevements dans le lac, qu'au niveau de la chambre ä denombrer.
L'efficacite des methodes utilisees est definie par la quantite d'informations

fournies par rapport aux frais (duree du denombrement, materiel necessaire, con-
naissances specialisees requises, etc.). La recherche de l'efficacite optimale, e'est-
ä-dire du maximum d'information, conduit ä l'analyse des sources de variability et

d'erreurs dans les differentes etapes de la preparation et l'execution du denombrement.
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Les methodes statistiques courantes, utiles pour une telle analyse, ont ete

enumerees en premier par Ricker (1937). Ensuite plusieurs auteurs ont propose des

methodes adaptees ä des cas particuliers. Un chapitre annexe ä ee travail permettra,

par la comparaison des differents procedes statistiques, une discussion au sujet des

resultats des denombrements presentes dans la litterature limnologique.
Les methodes et appareillages pratiques proposes pour le denombrement planc-

tonique sont nombreux. Les valeurs fournies par chaque methode ne sont pas

toujours comparables. Merae si le but de chaque methode est de fournir des valeurs

absolues, l'appreciation individuelle, la fagon de poser le probleme et les erreurs
impliquees dans la methode, aboutissent ä des valeurs relatives, propres ä chaque
methode.

Suivant les problemes poses, les methodes varient et meme les questions
pratiques en dependent. Une seule etude ne peut etre exhaustive et doit se limiter ä un
cadre restreint. Quelques questions ont ete etudiees dejä:

Gilbert (1942) sur les colonies, et sur les sediments dans la chambre Sedgewick-

Rafter;
Dieterich & Steinecke (1955) et Schmitz (1953) sur la precision de l'ultrafiltration;
Ballantine (1953) sur la centrifugation, l'ultrafiltration et la culture, pour l'enume-

ration du nannoplancton;
Barnes (1951) sur l'echantillonnage du plancton et l'application des distributions

contagieuses;
Moore (1952) sur la precision des denombrements dans la chambre Sedgewick-

Rafter;
Littleford, Newcombe & Shepherd (1940) sur les dimensions des denombrements

dans la chambre Sedgewick-Rafter pour obtenir une precision desiree;

Serfling (1949) sur la distribution du sediment dans la chambre Sedgewick-Rafter
et une discussion sur l'application des tests de « t » et de « u » dans l'appreciation

des resultats;
Lund, Kipling & Le Cren (1958) sur la methode du microscope renverse, la qualite

et les dimensions des denombrements, et sur le probleme des colonies;
Javornicky (1958) sur la methode d'Utermoehl (vitesse de sedimentation, dispersion

du Sediment, etc.) et sur les methodes de centrifugation et d'ultrafiltration dans

des echantillons unispecifiques.

Le present travail contribue ä l'analyse des methodes de denombrement par
l'etude systematique de trois d'entre elles: Utermoehl, Sedgewick-Rafter et
ultrafiltration, et de toutes les etapes de la preparation du denombrement. Par l'analyse
des variances, l'importance des sources d'erreurs devient determinable. Ensuite, par
le calcul de l'efficacite du denombrement, les conditions optimales de precision sont
recherchees. En outre, ce travail contient une etude de l'echantillonnage dans un
ensemble deuxdimensionnel ä repartition non fortuite. La description detaillee des
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techniques de prelevement, conservation, concentration, denombrement et d'enregis-
trement des resultats complete les rares indications publiees en langue franqaise. Trois
annexes se trouvent ä la fin de l'etude:

1° Un glossaire des termes statistiques utilises, avec quelques remarques concernant
leur emploi;

2° Deux systemes de points distribues au hasard sur une surface circulaire de 25 unites
de diametre;

3° Quatre nomogrammes pour la conversion des resultats de denombrement.

Pour les etudes methodologiques nous avons toujours travaille avec des suspensions

de plancton provenant de peches effectuees dans le lac Leman. Les suspensions
artificielles de cultures pures simplifient parfois le probleme, mais ne presentent pas
l'ensemble des difficultes que comprend le melange naturel d'un grand nombre
d'especes diflerentes.

Si l'augmentation de la precision d'une melhode n'est pas toujours necessaire,

il est indiscutable qu'une diminution des frais de travail obtenue par une amelioration
de la technique, tout en maintenant la precision au meme degre, est d'un interet

general.

II. APPARE1LLAGE ET TECHNIQUES

II. 1. Appareillages utilises
Prelevements:

Bouteille Friedinger de 1 litre, suspendue ä un cable qui est marque ä chaque

metre et qui est enroule sur un treuil.

Transport et conservation:

Flacons cylindriques de 150 ml, avec couvercle en plastic;
Bouteilles de lait de 1 litre avec bouchon en caoutchouc.

Concentration:

a) Mesofiltration: erlenmeyer de 1 litre, sans fond, muni au goulot d'une petite
piece de soie ä blüter; ouverture des mailles 70 /l

b) Filtration ä membrane: appareil ä filtrer en verre, selon Prof. Thiessen;
membranes filtrantes « grob » n° 2, 0 35 mm, Membranfiltergesellschaft
Göttingen.

c) Centrifugation: tubes ä centrifuger gradues de 15 ml: centrifugeuses Gerber
de 4000 tours/minute.

d) Decantation: eprouvettes graduees de 20 ml, 0 12,5 mm.
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Chambres ä denombrer:

a) Selon Utermoehl: chambre tubulaire de 25 ml, chambre ä plaques de 2,125 ml
et chambre combinee de 50 ml, Zeiss, Oberkochen.

b) Chambre Kolkwitz de 1 ml.

c) Chambre Sedgewick-Rafter de 1 ml.

Microscopes:

Microscope renverse Zeiss, Oberkochen *.

Microscope normal Ortholux Leitz.

Compteur:

Compteur multiple ä 12 places (3x4) Vary-Tally.

II. 2. Techniques

Les ouvrages decrivant les differentes techniques de preparation des echan-

tillons et des chambres ä denombrer sont peu repandus. II nous a paru utile de donner
le detail des techniques utilisees afin que les critiques enoncees par la suite puissent
etre basees sur des donnees explicites et que l'interesse puisse profiter de nos
experiences pratiques.

1) Prelevement d'un echantillon dans le lac:

fixer la bouteille ouverte au cable;
faire descendre la bouteille ä la profondeur desiree et l'obturer par le messager;
remonter la bouteille fermee et remplir les flacons d'echantillon.

2) Repartition du prelevement dans les flacons et fixation:

verser le contenu (ou une partie) de la peche dans les flacons d'echantillon de

150 ml;
ajouter aussitöt 2 gouttes de Lugol pour la fixation et 2 gouttes de Lissin, mouil-

lant qui facilite la penetration du fixateur.

3) Transport et conservation:

transporter les flacons ä l'abri de trop grandes chaleurs et de fortes secousses.

En ete, il est indique de preserver les echantillons du soleil;
conserver les echantillons en chambre froide (ä 4° C), ce qui permet de les garder

durant plusieurs mois; toutefois, il est necessaire de rajouter tous les deux

mois 2 gouttes de Lugol (le formol ramollit les organismes qui s'agglo-
merent ensuite facilement).

* J'adresse mes remerciements ä M. E. Novel, Dr es sc., chef du Service d'hydrobiologie et
de rmcrobiologie des denrees alimentaires, qui a obligeamment mis ä ma disposition un microscope
renverse.
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Concentration et preparation de la chambre:

4) Chambre tubulaire Utermoehl:

laisser l'echantillon atteindre la temperature ambiante;
remplir la chambre tubulaire en versant l'echantillon jusqu'ä ce que l'eau

deborde, puis couvrir rapidement avec la plaque de fermeture (utiliser si

possible la «Füllkammer»);
poser la chambre sur une surface absolument horizontale, ä l'abri du soleil,

de la forte chaleur et de la poussiere;
laisser sedimenter durant 18-24 heures (par exemple de 12hjusqu'ä 8 h du

lendemain);

poser la chambre complete sur le microscope renverse en evitant les mouvements
rapides et les rotations.
(L'evaporation qui se produit par capillarite entre le cylindre et le couvercle

peut etre evitee en pla^ant la chambre sous une cloche, ä cote d'un verre de petri
rempli d'eau.)

5) Chambre combinee Utermoehl:

laisser l'echantillon atteindre la temperature ambiante;
placer le cylindre sur la chambre ä plaques, en appuyant pour empecher l'eau

de s'ecouler;
remplir l'appareil avec l'echantillon fixe jusqu'ä ce que l'eau deborde (eventuelle-

ment avec le cylindre ä remplir « Füllkammer »), puis couvrir rapidement
avec la plaque de fermeture;

il est necessaire de poser le tout avec precaution sur un support bien horizontal,
ä l'abri du soleil, de la forte chaleur et de la poussiere; eviter egalement une
evaporation trop forte;

laisser sedimenter durant 18-24 heures;
faire glisser la partie superieure de l'appareil sur la plaque de verre de memes

dimensions que la chambre ä plaques, en faisant suivre immediatement la

lamelle;

poser la chambre sur le microscope en evitant les mouvements rapides et surtout
les rotations.

6) Concentration en eprouvette graduee:

remplir une eprouvette avec 20 ml de l'echantillon fixe et soigneusement brasse;
la poser bien verticalement sur une etagere ä l'abri du soleil et de la forte

chaleur;
laisser sedimenter durant 18-24 heures;
ä l'aide de la trompe ä vide, munie d'un siphon, enlever l'eau jusqu'au volume

desire et remettre soigneusement le sediment en suspension (enlever un peu
plus d'eau et completer au volume desire).
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7) Concentration par centrifugation:

remplir deux tubes ä centrifuger gradues de 15 ml d'echantillon fixe;
centrifuger pendant 10 minutes ä 4000 tours/minute et laisser arreter la centri-

fugeuse sans freiner;
laisser resedimenter un eventuel remous durant 30 minutes environ;
ä l'aide de la trompe ä vide munie d'un siphon, enlever l'eau jusqu'au volume

desire (en enlever un peu plus avec le siphon et completer ensuite au volume

exact: 0,8 ml pour la chambre Sedgewick-Rafter, ou 1,5 ml pour lachambre
ä plaque) et remettre le sediment en suspension;

transvaser avec une pipette la suspension de Tun des tubes dans l'autre et melanger.

8) Concentration par filtre ä mesoplancton:

fixer une piece de soie ä blüter sous l'entonnoir;
filtrer 1 litre d'eau en tenant le goulot immerge dans un recipient contenant de

l'eau filtree jusqu'ä 2 cm au-dessus du filtre (on evite ainsi l'ecrasement des

organismes contre le filtre);
laver le filtre avec le filtrat dans 100 ml d'eau filtree (l'eau distillee provoque

facilement des chocs hypotoniques et est ä deconseiller pour les colonies

delicates);
centrifuger 10 ml de cette suspension pendant 5 minutes ä 2000 tours-minute;
decanter au siphon jusqu'ä 1 ml dont on remplit la chambre Kolkwitz.

9) Preparation de la chambre Kolkwitz et de la chambre ä plaques Utermoehl:

prelever de la suspension concentree 1 ml, ou 2,125 ml respectivement, avec la

pipette et remplir la chambre en evitant de creer un courant circulaire dans

la chambre (cf. Javornicky, 1958, sur remplissage par « trop-plein »);
couvrir aussitöt la chambre avec la lamelle sans laisser de bulles d'air;
placer la chambre sur le microscope en evitant les mouvements de rotation et

laisser sedimenter pendant 15 minutes.

10) Preparation de la chambre Sedgewick-Rafter:

placer en diagonale la lamelle de fermeture sur la chambre;
prelever avec une pipette 1 ml de la suspension concentree et soigneusement

melangee, et l'introduire par les deux ouvertures de la chambre (cf. Standard

Methods, 1955);

amener la lamelle pour fermer la chambre et laisser sedimenter pendant 8 ä

10 minutes;

poser la chambre sur le microscope sans la bousculer.

11) Filtration par membrane filtrante (ultrafiltration):

preparer la membrane filtrante par une courte ebullition dans de l'eau distillee;
monter 1'appareil en disposant sur le filtre en porcelaine un filtre de soie a blüter

et par-dessus celui-ci la membrane encore humide;
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connecter l'appareil avec la trompe ä vide;
remplir le cylindre avec 10 ml d'echantillon fixe, ä l'aide d'une pipette;
faire le vide jusqu'au moment precis de la disparition de l'eau;
retablir la pression et eventuellement filtrer un deuxieme volume de la meme

maniere;
aspirer jusqu'ä dessiccation complete;
secher le filtre ä l'etuve ä 60° C durant 30 minutes (la membrane se retrecit

un peu);
supprimer les bords du filtre depourvu de sediment, depassant la largeur d'une

lame microscopique;
deposer une goutte d'alcool benzylique sur une lame et placer le filtre de faijon

ä couvrir l'alcool benzylique;
deposer sur le filtre une petite goutte d'alcool benzylique;
ajouter en quantite süffisante le bäume du Canada et couvrir d'une lamelle

(32x24 mm);
laisser reposer la preparation pendant 24 heures au minimum (de tres fines

bulles d'air peuvent se former, mais se resorbent par la suite).

12) Observation au microscope normal:

L'objectif se trouve au-dessus de la chambre ä denombrer et l'observation du
sediment forme se fait ä travers le couvre-objet et le liquide surnageant. Avec un bon
microscope, l'observation d'organismes jusqu'ä 20 n minimum est possible (objectif
10x ou 24x, oculaire 6x, 8x ou 12x). La determination exacte de certains orga-
nismes de cette grandeur est sujette ä caution.

13) Observation au microscope renverse:

La position de l'objectif au-dessous de la preparation permet d'observer le

sediment avec de forts grossissements (jusqu'ä Fimmersion) dans les ehambres ä fond
tres mince (selon Utermoehl). Pour compter le nannoplancton. cette methode est la

meilleure.

14) Denombrement dans la chambre entiere:

a) une seule espece: Pour denombrer un organisme, le champ visuel parcourt sys-
tematiquement toute la surface de la chambre, soit horizontalement soit verticale-
ment. Utermoehl (1927) propose, pour faciliter cette operation, un oculaire ä

reticule reglable dans lequel passent tous les organismes ä denombrer.

b) plusieurs especes: On peut compter simultanement trois especes au maximum.
Le risque d'erreur augmente fortement avec le denombrement simultane de

plusieurs especes; il est souvent preferable de compter chaque espece l'une apres
l'autre. D'autre part, il n'est pas indique de compter les especes frequentes en

meme temps que les especes rares.
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15) Denombrement dans une partie de la chambre:

Lorsque certains organismes sont trop nombreux dans le sediment, le
denombrement de la chambre entiere ne peut plus s'effectuer. Dans ces conditions, l'echan-

tillonnage peut s'obtenir de deux fa?ons:

a) systematiquement: en comptant les organismes qui se trouvent ä l'interieur d'une
bände horizontale ou verticale, ou k l'interieur de quatre bandes diagonales ä

travers le sediment (Utermoehl, 1958);

b) au hasard: en comptant les organismes faisant partie d'un certain nombre d'aires

reparties sur la surface entiere de la chambre.

16) Enregistrement:

a) valeur totale: au cours du recensement, la presence de chaque individu controle
est marquee par une coche. Un compteur mecanique enregistre ces coches (une
unite par individu) et en donne le total. Avec un compteur multiple, on peut
enregistrer simultanement plusieurs especes.

b) repartition des frequences: elle s'obtient en sous-divisant la surface totale de la

chambre en aires ou unites de surface; soit en champs visuels circulaires, soit
en unites de surface carrees ou circulaires, obtenus par un reticule oculaire ou par
un reticule place sur la chambre. L'on peut ainsi noter la frequence des organismes
rencontres dans chaque unite, ce qui permet un controle statistique de la dispersion

du sediment. L'utilisation d'un compteur multiple oil chaque touche repre-
sente une frequence, permet le denombrement rapide d'une espece.

c) carte de sedimentation: la surface entiere est divisee en carres (par exemple
en millimetres carres) par une fine plaque reticulee placee sous la chambre k
denombrer. Les frequences observees dans chaque carre sont notees et reportees
sur un plan complet de la preparation.

III. ANALYSE GENERALE DU DENOMBREMENT

III. 1. Analyse des etapes

L'echantillon d'eau preleve dans le lac subit plusieurs manipulations jusqu'au
moment du comptage. Chacune de ces manipulations apporte une source de variability

et, par defaut de methodes parfaites, les erreurs systematiques ou non, de la

manipulation meme.

Toute la preparation se fait en six etapes differentes (fig. 1):

a) le prelevement d'un echantillon dans le lac, ä la bouteille,
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a) Prelevement d'un echantillon dans le lac

b) Echantillonnage ä l'interieur du prelevement
(Flacons d'echantillons)

c) Fixation, transport, conservation. Eventuelle-
ment deuxieme echantillonnage a 1'inteneur
des echantillons transportes

d) Concentration

e) Preparation de la chambre a denombrer

/) Comptage et transformation des valeurs re-
levees

Fig 1

Etapes de la preparation du denombrement
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b) l'echantillonnage ä l'interieur de ce prelevement dont on remplit un ou deux
flacons d'echantillon,

c) la fixation, le transport et la conservation de ces echantillons,

d) la concentration * de cet echantillon, soit en entier, soit en partie, par sedimen¬

tation, centrifugation ou filtration,

e) la preparation de la chambre ä denombrer,

f) le comptage d'un ou de plusieurs organismes dans cette chambre.

La methode de la chambre tubulaire selon Utermoehl permet de ramener les

etapes d) et e) en une seule operation. L'etape d) peut, suivant le degre trophique
de l'eau, ne pas etre necessaire. Toutefois, pour le degre trophique du Leman par
exemple, la concentration est tres souvent indispensable, ä l'exception de certaines
fleurs d'eau. Dans le cas de la methode de filtration par membrane, l'etape d) com-
prend la filtration meme, l'etape e) la preparation du filtre pour le comptage. Les

sources de variabilite et les erreurs introduites ä chaque etape sont resumees dans
le tableau 1. La distribution fortuite ou non fortuite des organismes dans le milieu
oü s'opere un echantillonnage impose une variabilite inevitable.

L'analyse de variance permet, d'une part, d'en determiner l'importance et la

nature (fortuite ou non) et, d'autre part, de deceler les erreurs systematiques inhe-

rentes aux techniques. Les etapes qui peuvent introduire des erreurs importantes sont
Celles de la fixation, du transport et de la conservation, ainsi que celle de la preparation

de la chambre ä denombrer.

III. 2. Precision desirable des methodes

D'apres Lund, Kipling & Le Cren (1958), « la plupart des observations expe-
rimentales et ecologiques concernent des successions de generations ou des change-
ments de densite de l'ordre de 100%. Dans de telles recherches une methode qui peut
evaluer les densites avec une precision de ±50% est adequate, et tout temps utilise

pour augmenter cette precision est largement gaspille ». II est evident que le temps
necessaire pour augmenter la precision coüte eher, surtout puisque l'on sait que la

precision n'augmente qu'avec la racine carree du temps utilise. Sans vouloir augmenter

la precision de l'information, l'augmentation de precision des methodes, par
contre, permet un gain appreciable du temps consacre ä 1'operation.

Une autre remarque concerne les 50 ä 100 % de precision utiles: l'etude d'un deve-

loppement biologique implique presque toujours des progressions exponentielles;
dans ce cas des estimations avec un coefficient de variation allant jusqu'ä 100%

* La « concentration » designe dans tout le present travail Paction de rendre la suspension
plus concentree. La « densite » designera le nombre d'organismes par unite de volume.
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Tableau 1

Sources de variability et d'erreurs dans ies differentes etapes de la preparation
et du denombretnent

Etape Source de variabilite | Source d'erreurs

a) Prelevement de
1'echantillon

Distribution fortuite ou non-
fortuite des organismes
(stratifications et bancs)

techniques selectives

b) Echantillonnage
dans le prelevement

Ensemble de base distribue au
hasard

agglomerations

c) Fixation, trans¬

port, conservation

perte de volume
mauvaise fixation
destruction selective par le

transport ou la conservation
brassage incomplet
eflfritement des colonies
erreurs dc pipettage

d) Concentration
de 1'echantillon

Variabilite au hasard ä 1'inte-
rieur des limites techniques

sedimentation incomplete
imprecisions dans la reduction

du volume

ej Remplissage de
la chambre ä de-
nombrer

Variabilite dans les limites
techniques, au hasard

erreuis de pipettage
technique deficiente du

remplissage de la chambre (bullcs
d'air par exemple)

f) Comptage Repartition selon Poisson dispersion irreguliere du sedi¬

ment
identification difficile des

organismes

selection des champs de denom-
brement

facteurs de conversion

peuvent suffire. Par contre, il y a des cas oil une plus grande precision est souhaitable;
par exemple l'etude de migrations diurnes, saisonnieres ou repondant aux variations
climatiques, ainsi que la determination stratigraphique, exigent des methodes tres

precises.



ETUDE STATISTIQUE DES MFTHODES DE DENOMRRF.MF.NT PLANCTONrQUE 133

III. 3. Remarques sur le denombrement des formes coloniales

Gilbert (1942) constate dans le sediment d'une chambre ä denombrer distribue
au hasard, que les colonies (« occurences ») sont egalement distributes selon les lois

du hasard (loi de Poisson), mais que le nombre total d'individus ne suit aucune loi
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20 u'25 30 '55

Cellules pan colonie

Diagramme des frequences.
Nombre de cellules par colonie de Tabellaria fenestrata, en periode de forte croissance

(denombrement de 100 colonies)

0 Colonies en voie de division

Colonies ä cellules semblables

predictible. Le precede le plus utilise consiste en un denombrement des colonies, et

en une evaluation du nombre moyen d'individus par colonies. Toutefois, ce precede
doit etre considere avec prudence et n'est acceptable que dans certaines limites:
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comme le montre le § VI. 2.4, le poids ou la forme de l'organisme influence sa

distribution dans le sediment. 11 est ainsi possible que des colonies de dimensions tres
variables n'aboutissent que rarement ä une distribution fortuite. D'autre part, la
notion de « nombre moyen d'individus par colonie » est ä traiter avec precaution:
dijä Lund, Kipling & Le Cren (1958) constatent pour les Asterionella que la courbe
de frequences du nombre d'individus par colonie est bimodale avec des sommets
ä 4 et ä 8 cellules/colonie. Nos comptages des colonies de Tabellaria en periode de

forte croissance, indiquent une courbe de frequence avec des sommets tres ilevis

Tablfau 3

Denombrements repetes (A el B) des cenobes rf'Eudorina elegans dans qnatre series
de qualre echantillons differents (chambre combinee)

Pr6levement I 2 3 4

Denombrement A B A B A B A B

Serie I 3 14 2 11 2 13 4 1 1

Serie II 4 11 2 11 6 13 6 16

Serie III 2 5 1 10 3 16 9 10

Serie IV 2 20 7 10 1 19 4 10

ä 8, 16, 32 et meme 64 cellules/colonie. Les colonies avec des nombres intermediaires
possedent des cellules de largeur distincte, en voie de division (fig. 2). Les divisions
synchrones de toutes les cellules d'une chaine aboutissent ä une distribution dont
la « moyenne » n'aurait que peu de sens. Ce n'est qu'au sommet du vieillissement
de l'espece qu'une disintegration des colonies provoque une repartition plus reguliere
des frequences.

Par ailleurs, en denombrant les individus par colonies, leurs dimensions sont
negligees. Ce probleme, qui est le meme pour toutes les techniques de denombrement
des especes ä dimensions variables, a iti resolu partiellement par la technique de

mesure des aires de projection occupies par chaque individu (cf. Standard Methods,
1955).

Une autre difficulti est celle des algues formant des cinobes. Pendant une

piriode de croissance prolongie le cinobe augmente de volume et donne brusque-
ment naissance ä un grand nombre de jeunes cinobes. La technique de conservation
des suspensions peut influencer la vitesse de dissociation des cinobes (par ramollisse-
ment de la gelie). Ce cas est mis en ividence dans l'expirience suivante: dans 16 ichan-
tillons contenant des cinobes (Eudor'ma elegans) au stade palmella, deux dinom-
brements successifs A et B sont effectuis ä deux mois d'intervalle. Le tableau 3

donne le nombre total de cinobes trouvis dans la chambre ä dinombrer.
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Le premier denombrement A presente en moyenne 3,6 cenobes/chambre, le

denombrement B 12,5 cenobes/chambre. L'observation microscopique confirme une

disintegration des colonies.

Les cellules de certaines colonies filamenteuses (Cyanophycees, Diatomees, etc.)

sont difficiles ä compter sans traitement prealable. II est plus facile de mesurer ces

filaments. Prenons le cas de Melosira islandica: les mesures faites dans quatre sedi-

Frequ«nce
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&0-

^0_

10 _

20 iO 80 -tOO HO mm/90
Longueur des filaments

Fig 3

Diagramme de frequences des longueurs des filaments de Melosira islandica.
Somme de quatre echantillons

ments de la meme peche (452 filaments) aboutissent ä une repartition des frequences
plus ou moins continue (les longueurs des filaments sont exprimees en unites micro-
metriques representant 1/80 de millimetre et sont groupes en classes de 10 unites). La
longueur moyenne x 39,34 unites, c'est-ä-dire 0,5 mm environ (fig. 3). II est
possible qu'en periode de forte croissance, la courbe soit plus etalee, accusant even-
tuellement plusieurs sommets.

Ces differents points montrent que l'enumeration des formes coloniales presente
des problemes specifiques qui sont ä traiter suivant le but recherche. Des evaluations
de production exigent des methodes volumetriques ou gravimetriques supplemen-
taires (eventuellement colorimetrie, quantite d'une substance specifique, etc.). Une
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etude comparative se contente des valeurs relatives donnees par le denombrement
soit des colonies, soit des individus.

Dans ces dernieres etudes, il est cependant necessaire de connaitre la resistance
des colonies ä la dislocation imposee par la preparation du denombrement.

Un exemple est donne par l'experience suivante: dans quatre suspensions de

150 ml provenant de la meme peche, un echantillon de 20 ml est preleve et examine

par la methode de l'ultrafiltration. Cette operation est repetee quatre fois successive-

ment dans chaque suspension. Les resultats des denombrements, consignes dans le

tableau 4.1, demontrent que par la repetition du brassage prealable ä chaque preleve-

ment, le nombre de colonies par millilitre augmente (cf. analyse de variance 1°,

Tableau 4 1

Resistance des colonies de Fragilaria crotonensis ä Rubra/titration
Quatre series de quatre prelevements apres brassage

Nombre de brassages avant la filtration
Denombrement Suspension

1 2 3 4

1° Nombre de coionies par millilitre i 22 14 14 21

ii 19 16 21 26

m 15 15 22 21

IV 15 16 18 19

2o Nombre de cellules dans dix colonies i 179 154 130 162

ii 190 147 166 133

in 180 144 142 140

IV 192 166 152 157

3° Nombre de cellules par millilitre 394 216 182 340
1° x 2° ii 261 235 349 346

in 275 223 316 298

IV 278 270 272 306

tableau 4.2) tandis que le nombre de cellules par colonies diminue significativement
(analyse de variance 2°, tableau 4.2). Si Ton multiplie les resultats des deux
denombrements, le nombre de cellules observees par millilitre est raisonnablement egal
dans tous les echantillons. Cette experience, prevue initialement pour tester la methode
de l'ultrafiltration, prouve la parfaite reproductibilite des resultats avec la methode
de l'ultrafiltration; par contre, le brassage de la suspension aboutit ä un effritement
partiel des colonies de Fragilaria crotonensis.
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Tableau 4.2

Analyses de variance des valeurs du tableau 4.1
(la variance entre series est partout insignifiante et n'est pas mentionnee

Denombrement Source de variance DL Variance prepetitions

1° Nombre de colonies Repetitions 3 28,92 3,4
Reste 9 8,42 (p 0,07)

2° Nombre de cellules Repetitions 3 1306,4 9,8
dans dix colonies Reste 9 133,1 (P < 0,01)

3° Nombre de cellules Repetitions 3 5498 1,98

par millilitre Reste 9 2780 (P 0,19)

La resistance ä Feffritement est specifique et doit etre determinee ä nouveau

pour chaque espece, ou meme pour differents Stades de la meme espece. Nous avons

compare la resistance de Fragilaria crotonensis, ffAsterionella formosa et de Tabellaria

fenestrata dans une serie de 16 prelevements d'une meme peche. Chaque prelevement
est examine deux fois: 6 ä 8 semaines de conservation et un deuxieme brassage

distinguent le deuxieme denombrement du premier (cf. tableau 8.1, § IV. 2.2). Les

differences entre les deux denombrements sont examinees par le test de Student

(tableau 5):

Tableau 5

Contröle de la difference entre deux denombrements successifs
dans seize prelevements

Fragilaria Asterionella Tabellaria

s
4,53 1,67 0,78

Degre de liberte 15 15 15

P < 0,001 > 0,05 > 0,05

Fragilaria presente une difference significative, c'est-a-dire un nombre plus
eleve de colonies dans le deuxieme denombrement: Asterionella et Tabellaria, par
contre, ne presentent pas de difference significative. Les colonies de Fragilaria

Archives des Sciences. Vol. 17, fasc. 2, 1964. 12
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semblent done plus fragiles et plus sujettes ä reffritement par nos methodes de

conservation et de preparation du denombrement. Au cours de nos etudes suivantes

du denombrement, il a ete tenu compte des corrections necessities par le facteur
de bris des formes coloniales. II est evident que les exemples donnes ne sont valables

que dans le cadre du probleme aborde et que chaque nouvelle etude exige un effort
semblable.

IV. PRELEVEMENT QUANTITATIF ET ECHANTILLONNAGE
DANS LE PRELEVEMENT

IV. 1. PRELEVEMENT QUANTITATIF

De nombreux auteurs (Robert 1922, Dieterich & Steinecke 1955) ont constate
la grande incertitude que represente la collection quantitative du plancton par le

moyen du filet. Pour un echantillonnage quantitatif l'utilisation d'un recipient de

volume fixe, muni d'un mecanisme special d'ouverture et de fermeture, tel que la
bouteille Friedinger, fournit des resultats plus valables. La bouteille Friedinger
de un litre de volume s'est revelee utile dans l'etude presente.

Dans quelle mesure un litre, preleve avec la bouteille, represente-t-il le milieu

original Cette question pose un double probleme:

1° le probleme technique concernant la variability entre prelevements effectues dans

un milieu suppose fortuit quant ä la repartition des organismes,

2° le probleme de la dispersion fortuite ou non des organismes dans le lac ou, au
moins, dans la partie choisie.

Au premier probleme, on peut repondre par line analyse statistique de prelevements

repetes dans des conditions precises. Le second probleme est plus delicat:
le Leman, et le Petit-lac en particulier, n'est pas stagnant. Betant & Perrenoud
(1932) ont etabli des cartes detaillees des courants principaux moyens de la partie
occidentale du lac de Geneve. Dans les regions « pelagiques » > 8 m de profondeur),
Betant & Perrenoud (1932) indiquent des courants moyens de 3 cm/sec environ.
Durant l'intervalle de 3 minutes (intervalle minimum entre deux prelevements
successifs avec une meme bouteille), l'eau s'est deplacee. Meme si les valeurs absolues

fournies par Betant et Perrenoud peuvent etre sujettes ä certaines reserves techniques,
il en ressort clairement que deux prelevements successifs au meme endroit geogra-
phique ne se font pas dans le meme volume hydrographique. Cependant, ces courants
assurent dans le bassin du Petit-lac une repartition assez reguliere des organismes
suspendus passivement, dont l'equilibre est assure par divers mecanismes biologiques
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ä l'exclusion d'uEie mobilite perceptible. Une stratification ne se presentera que pour
des organismes dotes d'une mobilite active (cf. § IV. 2.2).

Les prelevements repetes dans le lac, avec la bouteille Friedinger doivent
fournir des echantillons de suspension qui representent le milieu original selon une
distribution fortuite. Toutefois, l'estimation de la recolte obtenue par chaque
prelevement ne peut s'effectuer sans denombrement. C'est l'analyse de variance qui
permet de separer les erreurs introduites par le prelevement de Celles inherentes au

denombrement.

IV. 2.1. Variance entre prelevements et ä V Interieur des prelevements,

pour une seule espece

Une premiere experience permet de determiner la variance entre trois prelevements

repetes et la variance entre les flacons d'echantillons remplis avec le meme

prelevement. Le facteur d'erreurs personnelles possibles, par exemple les erreurs de

comptage, ou les fausses determinations de l'espece, est mesure egalement.
Dans cette experience, le denombrement d'une seule espece peut convenir.
Pour diminuer autant que possible les erreurs inherentes au comptage, nous

avons choisi un organisme lourd, sedimentant facilement et completement, facile ä

identifier et se trouvant en densite favorable au denombrement. Les filaments de

Melosira islandiea nous semblaient les plus indiques (les filaments ne s'eflfritent pas

au courant de la preparation).
Trois prelevements de 1 litre chacun sont effectues ä 3 metres sous la surface

(lac immobile, fonds ä 6 m au large du Port-Noir) ä intervalle de quatre minutes.

Chaque prelevement est sous-divise comme suit:

IV. 2. Reproductibilite des prelevements

Prelevement (repete trois fois)

Flacons d'echantillon: 2

/
Sedimentation en

chambre combinee: I 2 1 2

/\ /\ /\ /\Denombrement: 2 12 12 2

Pour connaitre l'importance de l'erreur personnelle, chaque chambre estcomp-
tee deux fois en entier, ä une heure d'intervalle. Les resultats sont resumes dans les

tableaux 6.1 et 6.2.
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La moyenne generale est egale kx 98,4 filaments par chambre.
L'erreur personnelle (CM entre denombrements) est petite; eile est insignifiante

par rapport ä la variance entre sedimentations:

79,46
F 1 7,54 p < 0,01.

10,54

Tableau 6 1

Denombrements repetes de Melosira lslandica dans chambre combmee

Flacon
Sedimentation

en chambre
combin£e

Ddnombrement

Prelevement

d'6chanti1lon
1 2 3

i 1 1 l l l 114 94 101
1 1 2 103 91 94

Total 1 1 217 185 195

1 2 1 2 1 97 88 90
1 2 2 102 92 90

Total 1 2 199 180 180

Total 1 416 365 375

2 2 1 2 1 1 96 102 98
2 1 2 93 99 100

Total 2 1 189 201 198

2 2 2 2 1 106 89 94
2 2 2 107 86 95

Total 2 2 213 175 189

Total 2 402 376 387

Total du prelevement 818 741 762
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II en resulte neanmoins qu'un seul denombrement est sujet ä une erreur de

CV 3,3 % dans notre cas.

,/10,54
(CV ^ — • 100 % 3,3 %)

98,4

La variability entre les differents sediments, c'est-a-dire entre les preparations
de la chambre ä denombrer est relativement importante. Elle est beaucoup plus

Tableau 6.2

Analyse de variance du denombrement tableau 6.1

Source de variance DL sc CM variance

Prelevements 2 369,09 198,05
Flacons d'echantillon 3 57,62 19,21
Sediments 6 476,75 79,46
Denombrements 12 126,50 10,54

Total 23 1056,96

elevee que la variance entre flacons. Cette variance entre flacons est insignifiante par
rapport ä la variance entre prelevements

198,05
F — 10,31 p > 0.05.

19,21

11 resulte de ce tableau que le premier echantillonnage ä l'interieur du preleve-
ment de 1 litre n'introduit pas de variance supplementaire, et que le contenu des

flacons d'echantillon represente fidelement le volume entier du prelevement. Le fait
de remplir les flacons d'echantillon avant la fixation, avec un materiel vivant, en
suspension naturelle, et le melange qui s'opere pendant l'ecoulement de cet echantillon
dans le flacon, sont certainement un avantage qui evite une erreur de brassage, pre-
sente dans les etapes suivantes. II n'est done pas statistiquement necessaire de prelever
plusieurs flacons d'echantillon par bouteille de prelevement.

La variance entre prelevements semble relativement elevee. Une deuxieme
experience avec un plus grand nombre de prelevements repetes montrera l'importance
de cette variance.
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IV. 2.2. Variance enlre prelevements : plusieurs especes et plusieurs profoncieurs,
« pouvoir de resolution de la methode »

La variability entre prelevements devrait s'exprimer de meme maniere pour
toutes les especes planctoniques. Utilisant le resultat du denombrement d'un echan-
tillon pour tester la methode de prelevement, il est necessaire de verifier ce point.
Le fait que l'eau du lac s'ecoule entre deux prelevements introduit un autre facteur
inconnu. L'experience suivante est congue de fagon ä tenir compte de plusieurs
especes differentes, de vitesses d'ecoulement variables pour differentes profondeurs,
et d'annuler entre deux prelevements Peffet de cet ecoulement.

L'organisation de la peche doit done ecarter, dans la mesure du possible, des

erreurs systematiques qui fausseraient les effets des conditions examinees; par
exemple un effet du temps ecoule entre deux operations pourrait soit diminuer, soit
accentuer 1'importance d'une stratification en profondeur. Notre plan de 1'organisa-
tion d'une serie de peches repetees prevoit l'interversion intentionnelle de l'ordre des

prelevements. (Si un procede systematique, introduisant en principe une erreur
probable, ne fausse en realite pas les valeurs cherchees, il peut sciemment etre maintenu,
et ensuite etre mis en evidence ou en defaut par l'analyse statistique). Le plan des

prelevements se presente comme suit: au large du Port-Noir, la profondeur du lac
atteint 8 m 50; quatre prelevements en profondeur sont effectues tous les 2 metres,
ä partir de 1 metre sous la surface (A, B, C et £>); une telle serie est repetee quatre fois,
dans l'ordre suivant (tableau 7):

Tableau 7

Ordre de prelevement de seize peches.
A, B, C, D premier, deuxieme, troisieme et quatrieme prelevement.

Serie de prelevements Premiere Deuxieme Troisieme Quatrieme

Profondeur sous la surface: 1 metre B D A c
3 metres A C D B
5 » D B C A
7 » C A B D

Avec cette disposition, la sequence des prelevements ne devrait pas avoir d'influence

systematique ä l'interieur d'une serie. Si le temps exerce un effet sur la stratification,
cela se manifesterait entre les series successives. Les seize prelevements ont ete

effectues en trois quarts d'heure k partir de 16 heures, par temps ensoleille. De chaque

prelevement, un seul flacon d'echantillon est conserve; de chaque echantillon, deux

denombrements sont faits en chambre combinee de 50 ml.
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Le pouvoir de resolution d'une methode se montre surtout dans les faibles

frequences qui presentent, selon la loi de Poisson, des variances elevees par rapport ä

la moyenne. C'est pourquoi, ä cöte des organismes frequents tels que Asterionella
et Fragilaria, nous avons denombre quelques especes rares.

Organismes denombres:

Unicellulaires: passif: Ceratium hirundinella (Peridinien)

nageur: Codonella lacustris (Rotateur).

Colonies: nombreuses: Asterionella formosa (Diatomee)
frequentes: Fragilaria crotonensis »

» Melosira islandica »

rares: Tabellaria fenestrata »

Gemellicystis lundi (Chlorophycee)
Eudorina e/egans »

Crustace: nageur: Daphnia hyalina (Crustace).

Le denombrement entier de la chambre evite les variabilites considerables dues

ä la methode de la chambre combinee (cf. § VI. 3). Les resultats des denombrements
sont resumes dans le tableau 8.1 et presentent le nombre d'individus, de colonies ou
de filaments trouves dans un volume de 50 ml d'eau du lac.

Tableau 8 1

Denombrement, dans quatre prelevements, d quatre profondeurs differentes,
de neuf especes planctoniques

Nombre d'individus on de colonies par 50 ml d'eau

Organisme Pro-
fondeur

Premiere

Series de prelevements

Deuxieme Troisieme Quatrieme

Denombrement

/« 2°

Denombrement

1° 2"

Denombrement

1° 2°

Denombrement

I» 2°

Ceratium (individus) 1 m 4 7 li 2 9 4 4 8

3 m 4 4 9 9 1 10 6 5

5 m 7 8 8 9 6 11 4 13

7 m 8 7 5 7 9 7 11 9

Codonella (individus) 1 m 29 46 30 32 26 33 27 44
3 m 40 53 63 47 42 41 44 60
5 m 37 55 36 40 47 37 39 47
7 m 60 93 47 64 62 57 63 52



144 ETUDE STATISTIQUE DES METHODES DE DENOMBREMENT PLANCTONIQUE

Organisme Pro-
fondeur

Premiere

S£rie de prelevements

Deuxieme Troisieme Quatri&me

D6nombrement

7° 2°

D6nombrement

7° 2°

Denombrement

7° 2°

Denombrement

7° 2°

Aiterionelia (.colonies) nt 76 108 58 79 68 87 82 102
3 m 80 72 96 88 80 79 74 83
5 m 67 79 83 76 104 88 84 80
1 m 72 102 94 92 75 102 119 104

Fragillarla (colonies) 1 m 33 41 28 35 27 40 20 27
3 m 38 34 25 31 14 24 29 39
5 m 12 28 29 26 30 32 27 32
7 m 22 36 24 41 35 36 28 31

Melosira (filaments) 1 m 17 13 13 9 11 14 14 12

3 m 27 14 17 10 11 19 24 18

5 m 21 11 14 11 15 18 12 10

7 m 20 18 40 12 23 26 16 18

Tabellaria (colonies) 1 m 4 1 0 2 2 1 0 1

3 m 3 1 0 0 0 3 2 2

5 m 0 0 3 4 1 1 2 0
7 m 2 0 2 2 1 1 3 1

Gemellicystis (cenobes) 1 m 3 9 6 6 6 6 5 5

3 m 2 4 7 4 8 6 2 5

5 m 7 10 5 4 3 9 6 13

7 m 3 9 10 2 5 9 3 7

Eudorina (cenobes) 1 m 3 14 2 11 2 13 4 11

3 m 4 11 2 11 6 13 6 16

5 m 2 5 1 10 3 16 9 10

7 m 2 20 7 10 1 19 4 10

Daphnia (individus) 1 m 0 0 0 0 0 0 1 1

3 m 1 1 4 1 3 0 1 3

5 m 7 13 9 9 6 5 6 13

7 m 2 0 0 0 1 4 1 1

Le tableau 8.1 des denombrements montre en premier lieu les frequences tres

variables entre especes mais relativement stables entre les denombrements repetes,
ä part les Eudorina dont les cenobes se dissocient dejä pendant une courte periode
de conservation.

Les analyses de variance, resumees dans le tableau 8.2 indiquent une variance
considerable entre denombrements, par rapport aux autres sources de variance, et

ceci chez toutes les especes.
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L'interaction est nulle partout (tableau 8 2). Nous pouvons done comparer les

variances entre series et les variances entre profondeurs avec la variance entre denom-
brements Pour toutes les especes, la variance entre series n'est pas significative
(F > F0 05), e'est-a-dire la repetition des series n'introduit pas une variabihte (erreur)
qui depasse celle du comptage Ceci indique egalement qu'ä l'interieur des trois quarts
d'heure de peche, la dispersion des orgamsmes ne s'est pas modifiee

Tableau 8 2

Analyses de \ariance des resultats du tableau 8 1

Variance (carrd moyen) entre

Interaction

Profondeurs Series D6nombrements

Degr6 de hbertd 3 3 16 9

Ceratium 10,87 3,37 4,01 10,44
Codonella 1182,24 107,87 65,93 96,91
Asterionella 329,3 126,8 228,7 148,7

Fragilaria 37,23 2,57 81,72 42,88
Melosira 124,42 8,58 25,78 40,19
Tabellarta 0,062 0,229 2,715 1,281

Gemelhcystts 7,62 1,45 5,89 9,03
Daphma 114,25 1,37 3,48 3,78

Tableau 8 3

Moyenne totale x fiTorgamsmes/50 ml
Coefficient de variation CV et presence de differences entre series repetees

et entre profondeurs

Existence de differences entre

X Cv(=*5c X)
Series Profondeurs

Ceratium 7,06 40%
Codonella * (46,7) jndeterrmne — significative
Asterionella 85,4 10% —
Fragilaria 29,8 15% —
Melosira 16,5 15% — —
Tabellarta 1,41 50% — —
Gemelhcystts 5,91 35% _ —
Daphma * (2,91) mdetermine ~ significative

* Especes stratifies
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Entre les differentes profondeurs nous ne constatons aucune inegalite significative

dans les especes Ceratium, Asterionella, Fragilaria, Melosira, Tabellaria et

Gemellicystis, c'est-a-dire parmi les organismes flottant passivement. Les organismes

nageurs, par contre, Codonella et Daphnia, presentent des densites significativement
differentes entre profondeurs. Ces organismes sont done stratifies en couches
horizontales. Puisque le phenomene se maintient durant les quatre repetitions, pendant

que le volume d'ca.i Test dcp'.ace de plusieurs metres, ces stratification: efficient
des etendues importantes. En conclusion ecologique, les especes sans moyen de

deplacement actif sont reparties regulierement dans toute la profondeur pendant un

laps de temps prolonge. Les nageurs se maintiennent dans des zones stratifiees et

delimitees tres distinctement.
Du point de vue methodologique, on constate que le prelevement ä la bouteille

permet de mettre en evidence des ecarts absolus tres petits, tels que chez la Daphnia:

0,25 individus/50 ml ä 1 metre
1,75 » /50 » » 3 metres

8,50 » /50 » » 5 »

1,13 » /50 » » 7 »

La precision obtenue avec une seule prise n'est pas inferieure ä celle resultant
du denombrement. Une bouteille est done representative pour le volume (ou la
couche stratigraphique) dont eile a ete prelevee, ä Finterieur des trois quarts d'heure
de duree de la peche.

V. CONCENTRATION ET CHAMBRES A DENOMBRER

V. I. METHODES L>E CONCENTRATION 1NUEEENDANTES

Les deux principes selon lesquels les organismes en suspension sont separes de

leur milieu sont:

a) la filtration, retenant les organismes soit sur un filtre de soie ä blüter (par exemple
«Zürcher Filtertrichter»), soit sur une membrane d'ultrafiltration (Schmitz
1953), soit encore dans une couche de sable fin (methode Sedgewick-Rafter,
cf. Standard Methods 1955), et

h) la sedimentation par centrifugation ou par decantation (Utermoehl 1958). Dans

la methode de la sedimentation, les organismes ä densite inferieure k celle de l'eau

doivent etre recoltes separement (par exemple par filtration du liquide surnageant).

Les methodes de mesofiltration, ultrafiltration et centrifugation ont ete utilisees

par differents auteurs qui en ont evalue la precision. Toutefois, une etude systematique
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comparative est proposee ici d'une maniere plus approfondie. La methode de decan-

tation en cylindre gradue est proposee et etudiee pour la premiere fois.

V. 1.1. Filtration du mesoplancton :

calcuI des echantillons necessaires ä une precision donnee

Le filtre en soie ä blüter, par la dimension de ses mailles de 50 p au minimum
retient quantitativement le mesoplancton (>50 p Selon Naumann 1931). Le nanno-
et 1'ultraplancton traversent partiellement le filet; celui-ci ne se colmate que tres
lentement et plusieurs litres d'eau peuvent etre filtres.

Vollenweider & Wolff (1948) ont etudie cette methode et constate que « pour
obtenir un coefficient de variation de la moyenne (sjx CV^) de 12,5%, 10 echantillons

au moins sont ä examiner »; les auteurs sous-entendent que les 10 echantillons
de 1 litre proviennent d'un milieu ä dispersion au hasard; en effet, le contröle sta-

tistiquedeleursdenombrementsdes 10echantillons donnedes/2 > Xo.os dans neuf cas

sur dix.
II est possible de calculer theoriquement le nombre d'echantillons necessaires

ä une precision donnee: admettant que l'ensemble de base, dans lequel s'operent les

prelevements, est disperse selon la distribution de Poisson, la variance est egale ä

la moyenne.

et

si =-
dont on obtient:

S'SV^'

Le coefficient de variation de la moyenne CKÄ est alors

s= 1

CKi -*=-=• (2)
•v Jn.x

La precision est definie par l'inverse de la variance:

^Jnx
CVs V

La precision depend done uniquement de la moyenne x et du nombre n de repetitions

de Tobservation. Le nomogramme, planche Ia (annexe III), illustre ces relations et
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indique le coefficient de variation de la moyenne en fonction de la moyenne x et de

differents nombres de repetitions n.

Si done la repartition des organismes suit une loi de dispersion au hasard

(distribution selon Poisson), ce qui peut etre contröle au moyen du yf, la precision
du denombrement depend de la densite des organismes dans la chambre ä denom-

brer, par consequent, de la moyenne du denombrement. Si 1'on desire augmenter
la precision, dans une population de faible densite, le nombre d'individus ä denombrer

augmentera avec le carre de la precision.

Exemple: De 9 prelevements successifs de 1 litre d'eau du lac ä 10 metres de

profondeur, chaque litre est filtre suivant methode n° 8 et compte en chambre Kolk-
witz (tableau 9).

Tableau 9

X2variance, Coefficient de variation de la moyenne CVS et Coefficient de variation theorique ^ 100 %)
de neuf prelevements de I litre

Prelevement Nauphus Diaptomus Daphma Total des Crustac£s

i 9 2 2 13

2 8 3 0 11

3 3 1 1 5

4 4 0 1 5

5 6 2 2 10

6 3 1 2 6

7 4 2 3 9

8 4 1 1 6

9 2 2 0 4

Total 43 14 12 69

Moyenne x 4,78 1,56 1,33 7,67
V2X variance • 15,4 4.0 6,0 10,4

p (yf) ~ 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05

cvs 16,7% 18,9% 25% 13,7%
Selon Poisson'

100°/ =- CV-X 15,2% 26,7% 28,9% 12,0%

Quoique provenant du meme ensemble de base, les coefficients de variation
different en diminuant avec une moyenne qui augmente. Dans cet exemple, comme
dans celui de Vollenweider & Wolff (1948), la distribution des organismes se

revele etre fortuite et la precision desiree peut etre prevue ä l'avance. A l'exception
des valeurs des Nauplius qui presentent une variability inferieure ä la variability
theorique, les coefficients de variation observes et theoriques se ressemblent beau-
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coup. Si les organismes etaient repartis irregulierement en bancs, nuages, agglomerations

ou tout autre complexe, la variance s'eleverait rapidement au-dessus de la

moyenne s2 > x, et la precision obtenue par le denombrement serait imprevisible.
Pour l'organisation d'une experience, le contröle prealable de la dispersion de l'en-
semble de base permet de prevoir l'etendue necessaire pour une precision desiree.

Prenons l'exemple donne par Vollenweider & Wolff (1948, p. 256). Le calcul
effectue sur leurs comptages donne les resultats resumes dans le tableau 10.

Tableau 10

Analyse des distributions de frequences parmi les dix prelevements effectues

par Vollenweider et Wolff (1948)

Diaptomus Daphnta I Daphma //

Moyenne x de dix prelevements 19,7/litre 11,9/litre 4,10/litre
v2X variance • 20,1 10,6 8,51

P(X2) • ~0,01 >0,05 >0,05
cvx 10,7% 12,6% 15,1%
selon Poisson: CV* 7,1% 9,2% 15,6%

Le x2 revele un disaccord entre la repartition theorique de Poisson et celle
realisee par Diaptomus\ aussi le CV% est-il de moitie plus eleve que le coefficient

theorique.
En concluant nous constatons que le nombre de repetitions n ou le coefficient

de variation CVX, fournis par la loi de Poisson peuvent etre determines theoriquement.
Toutefois, ils representent en general un minimum qui, suivant la dispersion plus

ou moins fortuite des organismes, offre une base de travail (Planche la).
Du point de vue pratique, le filtre en soie ä blüter est qualifie pour la recolte

du mesoplancton.

V. 1.2. Filtration du mesoplancton : I'erreur introduite par le prelevement
et la preparation

La methode de filtration par soie ä blüter est appreciee ä cause de la rapidite
de la preparation et la possibilite d'etudier de grands volumes d'eau ä faible densite

(par exemple pour Crustaces planctoniques ou Diatomees ä grandes colonies, etc.).
Pour evaluer dans cette methode I'erreur introduite par la preparation de la chambre
ä denombrer, 1'experience suivante est disposee: 3 prelevements d'eau du lac de
1 litre, preleves au meme endroit, sont filtres suivant le procede n° 8; de chaque

filtrat, complete ä 100 ml, 3 echantillons de 8 ml sont centrifuges et denombres ne
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entier dans la chambre Kolkwitz. Organismes denombres: Ceralium hirundinella

(nombre d'individus), Fragilarici crotonensis, Dinobryon sociale, Tabellana fenestrata
(nombre de colonies), (tableau 11.1).

Tableau 11 I

No.vbre J'ltulivielus, oa eis eolcnics, se trout unt elans SO ,nl ele snspins.on
elans Irois prelevements

Prdlevement Echantillon n° Ceralium Fragilai la Dinobrvon Tabellaria

l i i 113 97 43 63
1 2 124 104 34 77
1 3 125 105 42 98

2 2 1 113 85 54 95

2.2 113 103 47 83

2 3 113 110 45 87

3 3.1 48 61 37 53

3 2 136 87 36 67
3 3 100 87 42 77

Tableau 11 2

Analyse ele variance eles valeurs ele tableau II.I

Source de \anance DL sc Variance

Prelevements
Especes
Interaction ] _
Reste } Echantillons

2

24}30

2370,1
22251,0

5^;} 6604.8

1185,1

7417,0

mo}220'2

Total 35 31225,9

L'analyse de variance (tableau 1 .2) indique ceci:
1° Absence d'interaction entre prelevements et especes;

2° La variance « entre especes » est beaucoup plus elevee que celle entre les trois
echantillons ä l'interieur de chaque prelevement: F 30,05 avec p < 0,001.

L'abondance specifique est done facilement mise en evidence. Meine les deux especes
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dont les densites se rapprochent (Tabellaria avec 77,8 colonies/80 ml et Fragilaria
avec 93,2 colonies/80 ml) sont nettement distinctes:

Tabellaria : x — 77,8 ± 9,3 ± 1,96

Fragilaria : x 93,2 + 10,4 + 1,96 sx)

Difference: t =- 3,53 avec p < 0,01;

3° Entre prelevements, il existe une difference significative egalement:

Le prelevement n° 3 presente des valeurs inferieures.
Cette analyse montre, sans connaitre encore la precision des determinations avec

la chambre Kolkwitz, que la methode d'echantillonnage et de preparation de la
chambre fournit des valeurs dont la variance ne depasse pas celle des prelevements.

La methode bacteriologique de l'ultrafiltration est utilisee en limnologie ä cause
de la precision elevee qu'elle peut fournir et ä cause de la possibility de conserver
les preparations denombrees. Schmitz (1953) obtient sur le filtre ä membrane une

repartition des organismes qui permet de trouver un CVx inferieur ä 10% pour une

moyennedex 127,7. La methode proposee par Jannasch (1953) consiste ä eclaircir
la membrane et ä compter les organismes sur la membrane meme. Toutefois, le

procede d'eclaircissement et de montage de la membrane detruit toute substance

organique, de sorte que la methode est limitee aux Diatomees, dont les carapaces
siliceuses resistent au traitement. Dieterich & Steinecke (1955) preconisent le

rin^age du filtre de fa?on ä recolter les organismes dans un petit volume d'eau.

Javornicky (1958) constate cependant que les pertes sont considerables avec cette
methode. A l'interieur des preparations, Dieterich & Steinecke (1955) determinent
une variance qui en realite indique la qualite de la dispersion des organismes dans
la chambre Sedgewick-Rafter. Le coefficient de variation de leurs resultats

1185,1
F 11,82 avec p < 0,001

246,9

V. 1.3. Ultrafiltration

0,4082
pour x 16,7,

et

/0,3622
pour x 18,6,
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dans dix champs d'observation, est un peu plus eleve que le CVX theorique selon

Poisson ä l'interieur des chambres (cf. § V. 2.1). L'erreur due ä la filtration, decelable

par des repetitions, n'est pas indiquee.
Dans la variance entre ultrafiltrations entrent les erreurs de pipetage et les

eventuelles pertes pendant l'inclusion ä l'alcool benzylique et le montage au baume.
Cette erreur est ä separer de la variance ä l'interieur d'une preparation qui est une

mesure de la repartition des crganismes sur la membrane meme.

Exemple 1

Denombrement de quatre membranes filtrantes preparees avec un echantillon
de la meme suspension de plancton: filtration de 20 ml. La surface entiere de la
membrane est divisee en millimetres carres; le filtre entier 330 mm2, dont 300 mm2

entiers, dans lesquels les Synedra ulna sont denombres (cf. tableau 12.1).

Tableau 12.1

Denombrement de Synedra ulna sur filtre ä membrane:

X; nombre d'individus/mm2 du reseau
f frequence des X;

fx; nombre total d'individus

Preparation l 2 3 4

x i / Ai / fxi / fxi / fxi

0
1

2

3

4
5

6
7

8

9
10

11

21 0
57 57

74 148

51 153

44 176
30 150
13 78

4 28

4 32
1 9

1 11

14 0
58 58

81 162

62 186

48 192
19 95

9 54

6 42
2 16
1 9

22 0
53 53

73 146

67 201

43 172

27 135

10 60
3 21
1 8

1 11

30 0
59 59
67 134
66 198
33 132
23 115
14 84
7 49
1 8

Total 300 842

i

300 814 | 300 807 300 779

Par l'analyse des resultats, nous trouvons que dans la repartition des organismes

sur la membrane, deux des quatre preparations (tableau 12.2) presentent un /variance

dont la valeur excede le /o.os- Toutefois l'excedent n'est pas enorme et nous nous

permettons d'accepter une telle dispersion comme «suffisamment normale»
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Tableau 12.2

Analyse de variance du denombrement tableau 12.1

Variance entre DL sc Variance

Preparations 3 1,29 0,4308
Carres du reseau 1196 3654,50 3,0556

Total 1199 3655,79

Tabieau 12 3

Contrdle de la dispersion des individus sur la membrane

Preparation Total
2

*var
2

*0,05 X CVx (CVx pour
10 mm-)

l 842 365,1* 348,9 2,807 3,81% 20,9%
2 814 288,0 348,9 2,713 3,44% 18,9%
3 807 310,8 348,9 2,690 3,59% 19,7%
4 779 389,8* 348,9 2,597 4,09% 22,4%

ecarts "significatifs"

(cf. § VI. 2.1). Le comptage dans trois cents carres conduit ä une precision elevee,

indiquee par un CV^ qui reste au-dessous des 4%. En ne comptantque 10 mm2, on
aurait trouve des CVX autour des 20%, ce qui correspond grosso modo aux valeurs

theoriques de la planche \a, et aux valeurs trouvees par Schmitz (1953). La moyenne

par carre sur tous les denombrements x 2,702. La variance entre les

preparations differentes, due ä la filtration et au montage, est egale au CM « entre
preparations » de l'analyse de variance 12.2. Cette valeur n'est d'aucune fatjon plus
elevee que la variance ä l'interieur des preparations entre carres du reseau. Le coefficient

de variation de la moyenne entre preparations

,0,4308
CL, (prep.) V /* 12,14%.

Pour une seule preparation, ceci represente un coefficient

CF(prep.) 24,29 % avec x 2,70.

En conclusion, nous constatons qu'une seule preparation d'une membrane
filtrante fournit une valeur moyenne d'organismes par unite de surface dont la pre-

Archives des Sciences. Vol. 17, fasc. 2, 1964. 13
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cision depend uniquement du nombre d'unites de surface denombrees. S'il faut, dans

revaluation de la vraie valeur moyenne, tenir compte de l'erreur introduite par la

technique de preparation, eile ne depasse pas l'erreur du denombrement meme dans
le cas etudie.

Exemple 2

La densite des organismes sur la membrane filtranie depend de la quantite ae

suspension filtree. Une trop forte densite peut augmenter l'erreur du denombrement

par la superposition de plusieurs individus. Neanmoins, les limites de densite sont
assez larges, ce qui a ete demontre par l'experience suivante.

Quatre membranes sont preparees avec 1 ml, 2 ml, 4 ml et 8 ml d'un meme

echantillon; cette serie est repetee quatre fois, toujours avec le meme echantillon
d'eau. Le resultat du denombrement des colonies de Fragilaria erotonensis, multiplie
par le nombre moyen d'individus par colonie est resume dans le tableau 13.1.

Tableau 13.1

Nombre de cellules de Fragilaria erotonensis par millilitre
Filtration de volumes differents

Sdrie l 2 3 4 Total

Filtration de 1 ml 394 216 182 340 1032
2 ml 261 235 349 346 1191

4 ml 275 223 316 298 1112
8 ml 278 270 272 306 1226

Total 1208 944 1119 1290 4561

Tableau 13 2

Analyse de variance des valeurs du tableau 13 1

Source de variance DL sc Variance

Filtrations 3 5611 1870
Series 3 16495 5498
Reste 9 25021 2780

Total 15 47127
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Ni les series, ni les filtrations ne presentent des differences significatives de

Variation:
F (series) — 1,978 p ~ 0,25

F (filtr.) 0,673 p ~ 0,5

Les seize valeurs sont done issues du meme ensemble de base et la variance totale

peut etre evaluee par
47127

s2 3141,8
15

La moyenne generale de cellules par membrane x 285,06.

Le coefficient de variation de la moyenne

CV, =4,91%

pour les seize denombrements.
Pour une seule preparation, il faudrait tenir compte d'une erreur de CV (prep.)

19,6%.
La quantite filtree, et avec eile la densite des organismes sur le filtre, peut varier

de 1 ä 8 ml sans influencer le resultat.

V. 1.4. Centrifugation

La concentration par centrifugation des organismes vivants ou fixes, a fait
l'objet de plusieurs etudes detaillees (Ballantine 1953, Javornicky 1956 et 1958'

Hartman 1958, Schmidt-Ries 1936, Littleford et al. 1940, etc.); il est connu que
la reproductibilite des centrifugations varie fortement en fonction des dimensions

et des qualites des organismes ä examiner, en fonction du temps et des vitesses de

centrifugation et en fonction de l'appareil utilise. Chaque centrifugeuse et chaque
methode de concentration par centrifugation doivent etre testees au prealable. Les

criteres qui en resultent ne sont que rarement valables dans d'autres conditions.
Donner ici un tableau des variances trouvees dans nos conditions n'aurait qu'une
valeur de demonstration. Nous nous bornons done ä donner un exemple de

determination de la variability entre des centrifugations repetees.
Pour devoiler les defauts de la methode, on procede au denombrement d'un

organisme lourd et facilement identifiable; ce choix vise ä eliminer des denombrements

faits sur des especes susceptibles d'engendrer beaucoup d'erreurs, par exemple
etat cenobial, effritement des individus, confusion avec d'autres especes, etc. Les

resultats du denombrement de Ceratium hirundinella dans la chambre Sedgewick-
Rafter (chambre entiere), preparee huit fois avec 1 ml de suspension provenant de

la centrifugation de 15 ml d'eau du lac, concentree ä 1,5 ml, sont donnes dans le

tableau 14:
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Tableau 14

Nombre de Ceratium hirundinella Home dans la chambre Sedgewick- Rafter
apres centrifngation de hint echantdlons d'ltne meme sitsnension

Centrifugation n° i 2 3 4 5 6 7 8

Nombre de Ceratiuri t>4 44 4! 28 43 48 39 51

X — 42,25 Ceratmm/10 ml s^ 2,43
s* - 47,357 CVf 5,75% (pour huit repetitions)

En comparant ce resultat de CV^ avec les valeurs theoriques de la planche Ia,

on remarque que la methode utilisee presente une variability qui n'excede pas
la valeur theorique La methode ne comporte done pas d'erreur de principe, et

une variance plus grande sera due, soit ä la destruction irreguliere des colonies, soit
ä la recuperation non quantitative de certaines especes delicates

V. 1 5. Decantation

Utermoehl, dans ses chambres tubulaires et chambre combinee, concentre les

organismes directement sur le fond de la chambre par la sedimentation Le meme

principe, faisant appel ä la pesanteur des organismes, peut etre utilise pour concentrer
les organismes dans une eprouvette graduee aux fins d'un denombrement en chambre

Sedgewick-Rafter ou Kolkwitz Apres 16 ä 24 heures de sedimentation, le liquide
surnageant est elimine ä l'aide d'un siphon relie ä une trompe ä vide (cf ij 1 2 6)

Cette methode est moins brutale que la centrifugation et eile fournit de tres bons
resultats

Tableau 15

Denombtement de six especes dans la chambie Kolkmtz apres concentration pat decantation
(nombre de colonies!50 ml)

Decantation l 2 3 4 5 6 X CVx

Espece •

Fragilaria (colonies) 557 463 372 401 424 357 429,0 6,97%
Asterione/la (colonies) 173 176 200 147 182 154 172,0 4,57%
Melosira (filaments) 5 9 5 5 5 5 5,7 12,7%
Tabellaria (colonies) 5 2 3 3 8 4 4,2 20 9%
Dinobryon (colonies) 14 25 12 11 17 13 15,3 13,8%
Eudorina (cenobes) 15 6 10 16 7 9 10,5 16,1%
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Le tableau 15 resume les resultats de six decantations faites avec 100 ml d'une

suspension d'eau du lac; du volume reduit ä 2 ml (en deux etapes), 1 ml est compte
en entier dans la chambre Kolkwitz.

Les coefficients de variation de la moyenne CVX sont tous comparables aux
valeurs theoriques de la planche Ia pour six repetitions, ä l'exception des Fragilaria
qui presentent une variability trop elevee (cf. § III. 3).

La methode de la decantation presente l'avantage de ne pas limiter le volume
ä examiner: il suffit de choisir l'eprouvette graduee de dimensions necessaires. Dans

une grande eprouvette toutefois, la graduation n'est pas suffisamment precise pour
permettre une reduction correcte ä un tres petit volume. La preparation peut alors
etre faite en deux etapes: par exemple premiere sedimentation de 1 litre pendant
48 heures; reduction du volume ä 100 ml. Remise en suspension et ä nouveau
sedimentation dans une eprouvette plus etroite. Plus l'eprouvette est etroite, plus la

reduction du volume est precise; par contre, le temps de sedimentation sera long.
En conclusion: la methode de la decantation fournit des resultats reproductibles

et est ä conseiller dans les cas oü la centrifugation risque d'etre trop brutale. Dans
le § V. 3 nous verrons que la variability de la methode est inferieure ä celle de la
centrifugation, c'est-ä-dire les resultats sont plus precis.

V. 2. Chambres a denombrer

Parmi les nombreux modeles de chambres ä denombrer on peut distinguer
deux sortes:

a) les chambres oü une concentration prealable est necessaire (ä l'exception des

suspensions tres denses): chambre Kolkwitz, chambre ä plaques selon Utermoehl,
chambre selon Sedgewick-Rafter, hemacytometre, etc.;

b) les chambres dans lesquelles la concentration s'opere directement et que l'on
remplit avec un echantillon non concentre d'eau: chambre tubulaire selon
Utermoehl, chambre combinee selon Utermoehl.

La precision des denombremenls dans les chambres mentionnees sous a) depend
des techniques de remplissage; un volume inexact ou un depot irregulier ou incomplet
sont les principales sources d'erreur. Ces erreurs ont ete etudiees en detail par Little-
ford et al. (1940) pour la chambre Sedgewick-Rafter. La reproductibilite des comp-
tages en chambre Kolkwitz ou en chambre ä plaques Utermoehl a dejä ete faite. Ces

etudes meritent pourtant le reproche suivant: l'analyse se rapporte ä deux operations
(concentration et remplissage) qui n'ont pas ete separees. En consequence, l'on ignore
si l'erreur est imputable ä l'une ou ä l'autre de ces operations. Le paragraphe suivant
est consacre ä la reproductibilite du remplissage. Lund, Kipling & Le Cren (1958)
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remarquent justement que l'utilisation de rhemacytoinetre est rarement indiquee
ä cause de la hauteur insuffisante de la chambre.

V. 2.1. Chambre Sedgewick-Rafter

Littleford, Newcombe & Shepherd (1940) presenters une experience dans

laquelle sept chambres preparees avec la meme suspension concentree sont denom-
brees; ceci est repete avec quatre suspensions differentes. Leurs resultats sont rappeles
dans le tableau 16.1.

Tableau 16.1

Denombrements en chambre Sedgewick-Rafter, effectues par Littleford et al. (1940)

Suspension i II in IV

Chambre 1

2

3

4
5

6
7

629
503
594
577
577
601

539

589
651

526
543

491

429
617

474
543
520
497
257
549
549

526
549
457
474
440
354
554

Total
x
x2

4020
574,3

14,85

3846

549,4
63,63

3389
484,1
134,32

3354

479,1
63,43

Tableau 16.2

Analyse de variance des valeurs de tableau 16.1

Source de variance dl sc Variance

Suspensions
Chambres

1 3

24
47.290,4

140.806,9
15.763,5
5.866,9

F 2,68

Total 27 188.097,3

Les differences entre les suspensions I-IV ne sont pas significatives {F 2,68;

Fq,o5 3,01). Nous pouvons done prendre le CM entre chambres comme mesure
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generale de la variance entre chambres et determiner un x 521,75 comme moyenne
generale.

Cette variance entre les differentes preparations de chambres est assez elevee:

5.866,9 pour une moyenne de 521,75. Les /2 (variance) determines ä l'interieur de

chaque suspension sont de ce fait considerables et depassent largement les limites
du 2o,o5 12,59. Toutefois, les moyennes sont si elevees qu'il est discutable si le

/variance est encore valable (cf. § VI. 2.1). Encalculant le coefficient de variation de la

moyenne on obtient

CVX 2,77% de la moyenne x — 521,75 pour 28 repetitions;

cette valeur est beaucoup plus elevee que la valeur theorique et nous indique que,
outre la variation normale entre plusieurs prelevements pris au hasard dans une

suspension, la technique de preparation de la chambre introduit une erreur supple-
mentaire. Gilbert (1942) analyse ce «filling error» ou erreur de remplissage et
reussit ä 1'eliminer par une meilleure technique de preparation de la chambre (cf. Standard

Methods 1955).

V. 2.2. Chambre combinee selon Utermoehl

L'avantage de la chambre combinant la concentration et le remplissage consiste

surtout en un gain de temps. Du point de vue precision, l'avantage n'est reel qu'au
moment oü la variance de la methode combinee est inferieure ä la somme des

variances dues ä la concentration et ä la preparation de la chambre.
La variability de la methode en chambre combinee a ete evaluee ä l'aide des

valeurs consignees dans les tableaux 6 et 8.

a) L'analyse de variance de l'exemple du tableau 6.2 presente une variance entre

preparations de la chambre combinee, ä partir de la meme suspension, qui est

egale au « CM entre sediments »,

^preparations) 79.46 avec une moyenne x 98,4

resultats du denombrement de filaments de Melosira islandica dans 50 ml).
Douze sedimentations en chambre combinee ont ete faites et le coefficient de

variation de la moyenne est estime ä

CVX= 2,62%

ce qui s'accorde avec la variance theorique (planche la).

b) L'analyse de variance de l'exemple § IV. 2.2 fournit une « variance entre denom-
brements » qui correspond ä la part de la variance totale due ä la preparation
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de la chambre ä denombrer. Cette variance depend de l'espece denombree. Elle
est calculee avec seize paires d'observations pour chaque espece (tableau 17).

Comme nous l'avons vu au § V. 1, la variance depend de la frequence des orga-
nismes denombres. Pour obtenir une reproducibility süffisante, il faut que la densite

soit suffisamment elevee. En comparant les valeurs du CV avec les CV theoriques

que fournit la planche la, on observe que la variance trouvee est toujours un peu plus

grande que la valeur theorique; la variability entre les chambres n'est done pas seule-

ment le resultat d'une variability due au hasard, mais d'une technique de remplissage
et de preparation qui introduit des erreurs supplementaires.

Tableau 17

Variance entre denombrements dans seize preparations de la chambre combinee
(cf. tableau 8 2)

Espece CM s X CV 1,96! 2CV

Cerattum 10,44 3,23 7,06 45,7% 6,33 90,4 %
Codonella * 96,91 (9,84) (46,7)
Ästet ionella 148,7 12,19 85.4 14,3% 23.89 28,6%
Fragilat la 42,88 6,55 29,8 22,0% 12,84 44,0%
Melosira 40,19 6,34 16,5 39,4% 12,43 76,8%
Tabellaria 1,281 1,13 1,41 80,1 % 2,21 160,2%
Geniellicystts 9,03 3,01 5,91 50,9% 5,90 101,8%
Daphnia * 3,78 (1,94) (2,91)

* Codonella lacustris et Daphnta hyahna pr6sentent des differences significatives de densite entre profondeurs Une
moyenne generale, ainsi qu'une variance generale ne peuvent pas etrc dcterminees la variance entre preparations vane
selon la density de la couche

V. 3. COMPARAISON DES CHAMBRES ET DES METHODES DE CONCENTRATION:

METHODES COMBINEES

Chaque methode de denombrement fournit des resultats reproductibles avec une

precision typique. Toutefois, la valeur absolue du resultat peut etre systematiquement
aberrante par suite d'un defaut de principe de la methode. II est done necessaire de

comparer les resultats du denombrement d'une meme suspension fournis par diffe-
rentes chambres et differentes methodes de concentration.

Techniquement, il est tres difficile de preparer les differentes chambres ä denombrer

de fa^on ä obtenir une densite egale avec toutes les chambres. II est plus aise

de convertir les resultats fournis par chaque methode en une mesure commune et

comparable. II est clair que cette transformation purement theorique peut introduire
de nouvelles erreurs par des facteurs de conversion incorrects.
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A l'interieur de chaque methode de denombrement, la reproductibilite peut etre

examinee directement sur les resultats du denombrement. Pour la comparaison des

differentes methodes de denombrement, ll faut exprimer les valeurs soit en nombre

d'organismes par unite de volume d'eau (par exemple nombre de Synedra/ml), soit
en volume d'eau par unite d'organismes (par exemple nombre de millilitres qu'oc-
cupent 100 Synedra). Nous traiterons les problemes en relation avec la transformation
des resultats au § VI. Pour l'exemple present, nous avons choisi comme base

commune: le nombre d'individus/ml.
Le tableau 18 montre les combinaisons de cinq methodes differentes de

denombrement avec quatre methodes differentes de concentration.

Types de concentration :

I — sedimentation dans les chambres combinees ou chambres tubulaires selon

Utermoehl,
II sedimentation dans eprouvette graduee avec decantation,

III centrifugation avec decantation,
IV ultrafiltration par filtre ä membrane.

Types de denombrement:

A dans la chambre tubulaire Utermoehl (25 ml) sur microscope renverse (MR),
B dans la chambre ä plaques sur microscope renverse (MR),
C dans la chambre ä plaques sur microscope normal (MN),
D dans la chambre Sedgewick-Rafter (MN),
E sur le filtre ä membrane eclairci.

Tableau 18

Combinaisons des methodes de concentration et des methodes de denombrement.
(Les indices remoient aux techniques decrites au § II 2. Un — indique line combmaison impossible)

Concentration / ii m IV

Denombrement A 4)
MR

B 5) 6), 9) 7), 9) —
MR MR MR

C 5) 6), 9) 7), 9) —
MN MN MN

D 5), 10) 6), 10) 7), 10) —
MN MN MN

E 11)

MN
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Tableau 19.1

Nombre de Synedra ulna Imtllilitre d'un meme prelevement, determine ä i'aide de differents types
de concentration et de denombrement

Types de concentration Sedimfntation j Filtration

Types de denombrement

A

Chambre tubulaire,
Microscope renverse

r
Utermoeh!

46,14
46,88
45,43
47,36

x - 46,45

j - 0,826
CV 1,8%

it
Cylindre gradue

in
Centnfugation

IV
a membrane

B

Chambre combmee
ou ä plaques,

Microscope renverse

45,30
39,18
38,66
45,39

x 42,13
s 3,72

CV 8,81%

40,64
46,14
50,62
53,36

x 47,69
^ 5,56

CV 11,7%

37,17
44,48
55,64
45,64

x -= 45,73
s 7,59

CV 16,6%

—

C

Chambre combinee
ou ä plaques,

Microscope normal

49,88
51,95
44,02
55,48

x -= 50,33
^ 4,80

CV 9,5%

64,10
65,59
57,89
58,34

x 61,48

j 3,94
CV 6,4%

51,00
72,27
87,24
54,75

X 66,31

i 18,27
CV 27,6%

—

D

Chambre
Sedgewick-
Rafter,

Microscope normal

51,26
50,34
50,87
51,78

X 51,06
* 0,28

CV 0,56%

45,51
47,07
41,14
49,22

X 45,73
s 3,42

CV 7,5%

41,71
58,97
49,94
46,58

X 49,30

j - 7,28
CV 14,8%

E

sur membrane

— — —

47,68
44,91
41,65
41,07

X 43,83
s 3,07

CV 7,0%
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La combinaison 1-D s'effectue comme suit: sedimentation dans la chambre

combinee; enlever le liquide surnageant selon Utermoehl; melanger le contenu de la

chambre a plaques et en prelever 1 ml pour la chambre Sedgewick-Rafter. Pratique-
ment, cette methode parait sans utilite. Elle a ete effectuee ici ä titre de contröle, mais

eile presente l'avantage, en pratique, de travailler avec la chambre Sedgewick-Rafter
plus plate, sans avoir recours ä une decantation par aspiration.

Afin de connaitre la precision de chaque combinaison, chacune est repetee

quatre fois. La suspension de base, destinee a ces divers denombrements, est fournie

par une peche de 5 litres d'eau du lac (peche du 14.3.61); les 5 litres sont soigneuse-

ment brasses dans un grand recipient, repartis en 18 flacons d'echantillon, et fixes

immediatement. Pour cette analyse, il nous fallait un organisme unicellulaire suffi-

samment frequent, susceptible d'etre compte sous l'objectif n° 3 au microscope
normal, d'un poids permettant une sedimentation complete, et determinable avec
certitude. Nous avons choisi la Diatomee Synedra ulna, qui est aussi denombrable

sur le filtre ä membrane. Suivant les principes discutes au § VII. 2, le nombre d'in-
dividus ä denombrer dans chaque preparation est fixe ä 400 (tableau 19.1).

L'analyse de variance (tableau 19.2) sur les groupes B, C et D permet de mettre
en evidence d'une part l'influence de la methode de concentration, et d'autre part
l'influence de la methode de denombrement. Les groupes A et E echappent de jacto
ä cette analyse.

Tableau 19 2

Analyse de variance des denombrements de Synedra ulna avec trois methodes de concentration
et trois methodes de denombrement (tableau 19.1)

Source de variance DL sc CM Variance

Types de concentration 2 217,11 108,56
Types de denombrement 2 1310,88 655,44
Interaction 4 442,83 110,71
Reste 27 1459,73 54,06

Total 35 3430,55

En premier lieu, nous constatons qu'il n'existe pas d'interaction entre concentration

et denombrement:

Finteraction 2,05 (f(),05 2,78)

Nous pouvons ainsi former une variance restante qui aura la forme suivante:
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Tableau 19.3

Analyse de la variance restante du tableau 19.2

Source de variance DL sc CM

Interieure ä chaque methode:

Interaction 1

Reste J
31 1902,56 63,17

De cette deuxieme analyse nous concluons que la methode de concentration
ne provoque pas de differences significatives entre les resultats, puisque

^concentrations U719 (F0.05 3,3)

Par contre, la methode de denombrement, c'est-ä-dire la chambre et le type de microscope

utilises, exercent une influence qui change significativement le resultat du

denombrement:
^denombrement 10-38 (F0.05 3,3)

Les moyennes fournies par chaque methode de denombrement pour l'ensemble des

trois methodes de concentration sont respectivement:

Methode B (chambre ä plaques, micr. renv.) x 45.18 Synedrajml
» C (chambre ä plaques, micr. norm.) x 59,38 »

» D (chambre Sedgewick-Rafter,
micr. norm.) x 48,70 »

Les differences entre ces moyennes x peuvent etre examinees par paires au

moyen du test de Student:

x' - 5c" N" \ 2
'

oil i CM reste 63,12 7,95.

Tableau 19.4

Comparaison des movennes obtenues par differentes methodes de denombrement
(cf. tableau 19 1)

Differences entre methodes i r0'05 DL Difference

B et C 4,37 2,07 22 significative
B et D 1,08 2,07 22 non-significative
C et D 3,29 2,07 22 significative
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Les resultats obtenus par denombrement en chambre ä plaques avec Ie microscope

normal (C) sont significativement plus eleves que les resultats obtenus par
les autres methodes.

Avec ce meme test de t (ou s2 (s\ + s\)ß, pour N2) nous pouvons encore

comparer les resultats fournis par la methode de la chambre tubulaire avec le

microscope renverse (A) et ceux de la methode de l'ultrafiltration, (E) avec les

resultats des autres methodes:

Tableau 19.5

Comparaison des moyennes obtenues par denombrement en chambre tubulaire (A, I),
en chambre combinee (B, I) et par ultrafiltration (E, IV)

Differences entre 1 '0i05 OL Difference

A I et B I
B I et E IV

2,27 2,45 6

0,703 2,45 6
non-significative
non-significative

Les resultats obtenus en chambre tubulaire et les resultats obtenus sur l'ultra-
filtre ne different pas des resultats de la chambre combinee sur le microscope renverse.

Examinons maintenant l'influence des types de denombrement et de concentration

:

a) Differences des resultats suivant le type de denombrement.

Du point de vue statistique, l'analyse de variance et le test de Student etablissent

une difference significative des resultats du groupe C; c'est-ä-dire le denombrement

en chambre ä plaques avec le microscope normal a donne un nombre plus eleve

d'organismes par unite de volume. Par contre, les resultats obtenus par la chambre
ä plaques sur le microscope renverse (meth. B) sont en accord avec les denombrements
dans la chambre Sedgewick-Rafter sur microscope normal.

Du point de vue pratique, l'unique difference entre methode B et methode C
est le microscope utilise: renverse ou normal. Pour l'interpretation de cet ecart, il
faudrait discerner celle de ces valeurs qui se rapproche de la realite. Des difficultes

optiques ou des erreurs de determination peuvent fausser un denombrement: une
Diatomee videe, aussi fine que la Synedra, sans protoplasme colorable, pourrait
echapper ä l'observation. Line observation trop hätive pourrait confondre des

individus isoles d'Asterionella ou de Fragilaria avec les aiguilles des Synedra ulna.

La confusion est facile avec l'emploi du microscope normal (couche epaisse de

liquide); eile est moins probable avec l'emploi du microscope renverse (couche
minime de liquide).
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II est evident que dans ces divers cas, la vraie valeur moyenne est inconnue, et

il n'est pas possible de la determiner. Si Ton juge l'ecart des methodes sans importance,

dans certains problemes de dynamique des populations, il existe cependant
d'autres cas oil une augmentation de 30% (methode C 130% de B) presente un
interet dejä particulier. Pour une methode donnee, il est possible d'etablir des

frequences relatives; par contre la comparaison des valeurs obtenues par differentes
methodes, cu meme par differents investigatcurs, nc travaillar.t pas dans lc meme
laboratoire, est ä apprecier avec precautions: les differences reelles peuvent etre
accentuees ou reduites par le choix des methodes.

b) Influence du type de concentration sur les resultats

L'analyse de variance (tabl. 19.2) ne revele pas de difference significative entre
les resultats fournis par les differentes manieres de concentrer l'echantillon. Les

moyennes fournies par chaque methode sont pratiquement les memes. Par contre,
si Ton examine la variance entre les denombrements ä l'interieur de chaque groupe
(combinaison de denombrement et de concentration) on voit immediatement
(cf. tabl. 19.1) qu'elle varie beaucoup d'une methode ä l'autre.

La variance entre denombrements, prepares avec la methode de la centrifugation,
est beaucoup plus importante que la variance ä l'interieur des methodes preparees
avec le precede d'Utermoehl, ou la decantation. Cette dissemblance des variances
se maintient parmi les differentes methodes de denombrement. Elle est mise en

evidence par les coefficients de variation CV que nous sommes autorises ä comparer,
puisqu'ils se basent sur une moyenne generale identique et sur un meme nombre de

repetitions (tabl. 19.6).

Tableau 19.6

Coefficient de variation d'un denombrement, ä Pinterieur de differentes methodes de concentration,
soit « precision de la methode de concentration »

Methode de concentration CV d un denombrement

selon Utermoehl
en cylindre gradue
par centrifugation
par ultrafiltration

< 10%
6-12%

15-28%
7%

La reproductibilite des resultats varie ainsi selon la methode de concentration
utilisee, et un seul denombrement, fait avec une suspension concentree selon les

methodes d'Utermoehl, ou selon la methode de decantation, sera plus digne de

confiance que le resultat d'une centrifugation, c'est-ä-dire l'erreur probable est moins

grande dans les deux premiers cas.
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VI. LE DENOMBREMENT

Le denombrement ou comptage meme consiste en ceci: comptage des organismes
(individus ou colonies) d'une ou de plusieurs especes qui se trouvent disperses sur
le fond de la chambre ä denombrer (ou sur la membrane filtrante eclaircie). Cette

operation comprend l'observation et la determination de chaque individu, 1'examen

systematique de tout le sediment (ou d'une partie definie de celui-ci), l'enregistrement
des observations et, enfin, la transformation des chiffres obtenus en valeurs compa-
rables ä d'autres observations (fig. 4).

VI. 1. L'observation du sediment

VI. 1.1. La carte du sediment

Pour examiner systematiquement le sediment, on « balaie » toute la preparation
avec le champ de l'objectif. Le risque d'omettre des organismes se trouvant ä la

limite du champ visuel, est grand, ainsi que celui de compter deux fois ces memes

organismes par un deplacement insuffisant de la preparation. Ce risque est fortement
diminue par l'utilisation d'un reticulum dispose dans 1'oculaire, qui delimite le champ
d'observation ä une bände plus ou moins large dans le centre du champ visuel

(Utermoehl 1927, Whipple, ocular micrometer, Standard Methods 1955). Ce

Systeme permet de faire la somme des organismes observes, sans toutefois fournir
une image de la dispersion des individus dans tout le sediment. La division de toute
la surface en aires d'observation fixes, au moyen d'un reticulum dispose sous ou sur
la preparation, facilite la confection d'une copie ou « carte » presque fidele du
sediment; la «carte de dispersion» peut etre etablie pour chaque organisme dans la

chambre ä denombrer. L'emploi d'une telle grille est d'usage pour les hemacyto-
metres, et a ete repris par Javornicky (1958) pour ses etudes du sediment dans les

chambres ä denombrer. Suivant le grossissement microscopique utilise, et even-
tuellement suivant la concentration du sediment, la reticulation est choisie plus ou
moins fine. Travaillant avec l'objectif 10 x et oculaires 12 x, une reticulation milli-
metrique est appropriee.

L'etablissement d'une carte est necessaire pour l'etude de la distribution du
sediment. Une personne travaillant seule fait bien d'observer le sediment de fagon
monoculaire; un ceil est fibre pour l'enregistrement des resultats. (Disposer d'une
aide ä laquelle les chiffres sont dictes, est beaucoup moins fastidieux

Les repartitions de frequences ainsi obtenues suffisent en general pour lec ontrole
qualitatif de la dispersion du sediment dans la chambre. L'enregistrement des

frequences observees dans chaque unite de surface est realisable, soit ä la main par le

Systeme des coches, soit ä l'aide d'appareils ä compter (cf. fig. 4).
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VI. 1.2. Enregistrement mecanique

L'enregistrement des frequences est facilite par les appareils ä compter: enre-
gistreurs simples ä un compteur pour les totaux, ou enregistreurs multiples, ä plusieurs
compteurs, pour les frequences. Differentes marques se trouvent sur le marche:

pour notre travail, le Vary-Tally (Veeder-Root Inc., U.S.A.) ä 3x4 compteurs s'est

montre un excellent auxiliaire. Les frequences exceptionnelles, depassant les

possibility de l'enregistreur, rencontrees par exemple dans les cas d'agglomeration, seront
notees ä part ä la main.

Du point de vue pratique, les vis du chariot de la platine sont en general dispo-
sees du cöte droit du microscope; l'observateur deplace regulierement la preparation
avec la main droite et enregistre les frequences observees dans chaque unite de surface

avec la main gauche sur l'enregistreur. Si les touches du compteur correspondent
toujours aux memes frequences, un certain automatisme est rapidement atteint. Par
le travail monoculaire, le compteur peut etre surveille sans deplacement considerable
des yeux; toutefois, la determination delicate de certains individus necessite le travail
binoculaire.

Le denombrement d'une partie seulement de la surface, dans le cas d'une
densite elevee du sediment, implique la mesure exacte de 1'aire examinee. Sans

aucune reticulation ni dans l'oculaire, ni sur la chambre, le champ visuel sert d'unite
de surface, apres avoir ete mesure lui-meme. La precision de cette methode est

incertaine, parce que:

a) les organismes se trouvant sur les bords du champ visuel sont difficiles ä examiner;

b) l'erreur de mesure du diametre est elevee au carre dans le calcul de la surface du
champ, et un petit ecart fausse dejä considerablement les facteurs de transformation,

selon le calcul suivant.

Posons:

on trouve une difference S2 — Sx n{(r1 +A)2 — r2} n(2r1A +A2)

rayon reel du champ r2

rayon retreci du champ r,

alors la difference A r2 - rl
r2 .71

S2 rl-n= (fj. +A)2-n

Pour les surfaces

et

Comme A2 < < 2rt A

on obtient S2 — SL 2nrA 6rA

Archives des Sciences. Vol. 17, fasc. 2, 1964. 14
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Dans l'appreciation de la surface observee, une erreur de mesure du rayon du

champ est done multipliee par un facteur egal ä six fois le rayon de ce champ.
Les aires d'un reticule oculaire ou d'un reticule dispose sous la preparation sont

plus faciles ä mesurer et introduisent une erreur moins importante.

VI. 1.3. La transformation des resultats

En denombrant le sediment entier, il suffit de multiplier le resultat avec le facteur
de concentration, pour obtenir la densite initiale de la suspension. Ce facteur de

concentration est ä multiplier par un deuxieme facteur, dit « de fraction », dans le

cas d'un denombrement d'une partie seulement du sediment. Si cette partie repre-
sente une fraction relativement simple de la surface entiere, le calcul est facile. Si, par
contre, le denombrement est interrompu au moment oil un nombre süffisant d'orga-
nismes est denombre (cf. § VII, VII. 2), la conversion de la fraction de surface devient
laborieuse.

Des nomogrammes construits une fois pour toutes, facilitent ce travail. Les

nomogrammes peuvent etre construits de fagon ä contenir le facteur de concentration
egalement:

enabscisse on trace la surface des ediment et en ordonnee le volume d'eau non
concentree auquel correspond la surface de sedimentation. (Cf. Annexe III,:
Nomogrammes construits pour differentes chambres ä denombrer.)

Les surfaces de sedimentation des differentes chambres ä denombrer varient
tres fortement:

Tableau 20

Surfaces de sedimentation des chambres ä denombrer

Chambre a denombrer Surface de sedimentation

Chambre Sedgewick-Rafter 10 cm2 — 1000 mm2
» Kolkwitz 380 mm2
» tubulaire Utermoehl 500 mm2
» combinee » 500 mm2 1

» ä plaques » 527 mm2 J

Filtre ä membrane, monte en preparation 330 mm2 * 1

** La surface de sedimentation de la membrane filtrante montee en preparation

(4> 20,5 mm) est plus petite que 1'ouverture filtrante de l'appareil (tj> 22 mm),

par suite d'une contraction pendant la dessication de la membrane.

*2 La chambre ä plaques a un diametre de 25,9 mm; le cylindre de la chambre
combinee est un peu plus etroit (cj) 25 mm) pour eviter que les organismes se deposent
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sur le petit bord forme dans une chambre mal ajustee, au courant de la sedimentation.
11 en resulte que le sediment est moins concentre ä la peripheric de la chambre (fig. 6).

On peut calculer la surface de sedimentation reelle, correspondant ä la densite ä

l'interieur de la chambre, en comparant une partie determinee du depot (fig. 5) avec
le contenu entier de la chambre, selon l'exemple suivant.
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Fig. 5

Surface de sedimentation de la chambre ä plaques. Quadrillage en mm2.
Delimitation de 489 mm2 interieurs ä la chambre.

Estimation de la surface de sedimentation correspondant au volume ä
sedimenter dans la chambre combinee:

Surface complete: 5, 527 mm2

Surface delimitee par le quadrillage: S2 489 mm2.

Si a nombre d'organismes sur 489 mm2,

et T nombre total d'organismes dans le sediment,

T
alors — 489 surface reelle de sedimentation S.

a

Exemple: denombrement de Synedra ulna dans trois preparations de la chambre
combinee, tableau 21.

La surface de sedimentation reelle de la chambre combinee peut etre estimee
de cette faqon; nous avons adopte la moyenne de 500 mm2 pour nos calculs



172 ETUDE STATISTIQUE DES METHODES DE DENOMBREMENT PLANCTONIQUE

Tableau 21

Determination de la surface de sedimentation reelle dans la chambre combinee

Chambre n° a T S Z 489

1 1328 1374 505,94
2 1426 1451 497,57
3 1362 1380 495,46

Moyenne du total 4116 4205 499,57

a nombre de Synedra sur 489 mm-
T — nombre de Svnedra dans tout le sediment

(planche II/?). Cette valeur correspond ä celle qu'indique Utcrmoehl (1958) pour
la chambre ä plaques. Toutefois, en remplissant la chambre ä plaques avec une

suspension prealablement concentree, le fond est entierement couvert par le sediment,
et il faut tenir compte dans les transformations d'une surface totale de 527 mm2

(cf. planche lie).
La construction des nomogrammes ä l'usage d'une methode definie s'effectue

facilement par le procede graphique:
en abscisse la surface de sedimentation,
en ordonnee le volume d'eau avant la concentration,
la droite de conversion part de 0 et aboutit au point qui est determine par la

surface de sedimentation totale et le volume d'eau non concentre qui lui
correspond.

Exemple: au courant de la concentration par centrifugation, 30 ml d'eau sont
reduits ä 3 ml, dont on preleve 2,125 ml pour en remplir la chambre ä plaques. La
surface de sedimentation totale de 527 mm2 correspond alors ä un volume d'eau

non concentre de 21,25 ml. Tout denombrement partiel de la surface peut, par la

droite qui relie le point 0/0 au point 527/21,25 etre transforme sans calcul.
Les nomogrammes annexes en planches, pourront etre directement employes

par le chercheur utilisant les methodes suivantes:

Planches II a-d

Nomogrammes pour Centrifugation
Decantation
Ultrafiltration

combines avec chambre Sedgewick-Rafter
chambres ä plaques
chambre tubulaire.
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VI. 2. La repartition des organismes
DANS LA CHAMBRE A DENOMBRER

Un denombrement efficace exige une densite de l'organisme choisi situee ä

l'interieur de limites minimum et maximum. En etudiant une seule espece, cette

densite favorable du sediment peut etre obtenue par une concentration appropriee

Fig. 6

Partie peripherique d'une chambre combinee: amoncellement des organismes dans une zone etroite.
(On remarque la zone externe pauvre en organismes, protegee par le cylindre de sedimentation

moins large que la chambre.)

de l'echantillon. Par contre, le melange de plusieurs organismes a densites tres

variables impose d'emblee une limitation de la surface du sediment ä examiner pour
les especes frequentes. Le choix de cette partie depend de la dispersion des differentes

especes ä l'interieur du depot. Les influences provoquant un depot qui ne presente

pas la repartition selon les lois du hasard (phenomene frequemment rencontre et

signale en particulier par Utermoehl 1958), sont ä analyser afin de permettre une
elimination des causes perturbatrices, ou de pouvoir en tenir compte dans l'appre-
ciation des resultats.



174 ETUDE STATISTIQUE DES METHODES DE DENOMBREMENT PLANCTONIQUE

VI. 2.1. Tests de con!röle du sediment

Une sedimentation qui se ferait sans aucune influence perturbatrice externe,
aboutirait ä une repartition des organismes, sur le fond de la chambre ä denombrer,
suivant une loi de distribution au hasard. Cette loi est caracterisee par la fonction
de Poisscn. La repartition selon Poisscn a cte tres etudiee dans le cas de IT.einacyto-
metre et permet de contröler le sediment obtenu. Toute influence exterieure (par

Hg. 7

Partie centrale de la meme chambre que fig. 6: densite faible des organismes dans le sediment.

exemple des turbulences ou des courants crees pendant la sedimentation) perturbe
la distribution selon Poisson et provoque une repartition imprevisible des organismes,
formant soit des « nuages», soit meme des agglomerations (cf. fig. 6 et 7).

Le test frequemment utilise pour contröler la qualite de la distribution des

organismes sur toute la surface consiste en une comparaison des frequences obser-

vees par unite de surface, avec des frequences theoriques calculees sur la base d'une
fonction poissonienne avec la moyenne obtenue par le denombrement. C'est le test
du •/,2 pour conformite (cf. Annexe I). Le calcul de ce x2 demande passablement de

travail. Un test plus rapide, se basant sur la comparaison entre la variance et la
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moyenne (qui devraient etre egales dans le cas d'une distribution selon Poisson) est

fourni par le /2 pour variance (cf. Annexe 1).

Neanmoins, il existe une difference dans l'efficacite des deux tests: le ^2variance est

plus severe que le /2conformit6 (Cochran 1954). Une repartition jugee conforme par
le /2 pour conformite peut, dans certains cas, etre rejetee par le x2 pour variance.
Nous avons meme constate que ceci est tres souvent le cas, les distributions dans le

sediment etant frequemment ä la limite de la « fortuite ».

Fig. 9

Division de la chambre ä plaques en deux surfaces egales:

E partie exterieure — 244 mm2

/ partie interieure 244 mm2.

Le y2 Pour variance est egalement plus severe que le test sur les frequences
cumulatives selon Kolmogorov-Smirnov, utilise par Javornicky (1958). Cet auteur
conclut dans vingt-deux cas sur vingt-six ä une bonne repartition du sediment. Le test
du /2Vanance mene, dans l'exemple que cite l'auteur, au rejet de cette hypothese (Javornicky

1958, p. 303, carte du sediment d'Euglena dans une chambre Kolkwitz):
5701 Euglena sur 1376 carres:

Kolmogorov-Smirnov-test: a 4,143; la repartition selon Poisson est

acceptee;

/t2vanance"test: "/2 ^^08, avec une valeur critique de x2o,os ' 1387; la repar¬
tition selon Poisson est rejetee.

Si la sedimentation dans une chambre ä denombrer se fait reellement au hasard,

sans aucune influence perturbatrice, tous les tests, severes ou non, menent ä l'accepta-
tion de la repartition. Ce n'est que dans le cas 011 cette repartition subit dejä
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Fig 8

Repartition des Synedra ulna dans le sediment de la chambre a plaques,
preparee sous forme de chambre combinee Densite plus elevee ä la peripheric

8b- remplie a la pipette Densite plus elevee au centre
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quelques influences externes, que notre jugement dependra de la severite du test, ä

savoir si une repartition du sediment « ressemble » encore suffisamment ä une

repartition selon Poisson, pour le travail envisage.

VI. 2.2. Remplissage des chambres combinees et tubulaires
selon Utermoehl

La chambre ä plaques peut etre remplie soit combinee avec le cylindre de
sedimentation ä volume fixe, soit ä la pipette avec une suspension concentree auparavant.
De ces deux techniques de remplissage resultent des repartitions differentes du depot.
Dans la chambre combinee, les organismes ont tendance ä se poser en plus grand
nombre vers la peripheric de la chambre (cf. fig. 6 et 7, et fig. 8a et b) tandis que le

remplissage ä la pipette entraine une densite plus elevee des organismes vers le centre
de la chambre. L'experience suivante nous fournit un exemple:

Serie I: Quatre preparations de la chambre combinee, dont les cartes de sedimen¬

tation sont copiees en entier pour Synedra ulna.

Serie II: Quatre preparations de la chambre ä plaques, remplie chaque fois ä la

pipette, dont les cartes sont copiees en entier.

Divisons la surface totale en deux parties egales (fig. 9):

I un disque central de 244 mm2, et

E un anneau peripherique de 244 mm2.

Tableau 22

Nombre de Synedra ulna dans la partie exterieure (E) et la partie inlerieure (I) du sediment
de la chambre combinee et de la chambre ä plaques

Sediment de la chambre combinee Sediment de la chambre i plaques

/ E Total I E Total

937 1192 2129 527 179 706
875 1117 1992 461 374 835
889 1283 2172 640 241 881

924 1553 2477 417 408 825

3625 5145 8770 2045 1202 3247

Les resultats (tableau 22) indiquent que la densite des organismes est tres difle-
rente dans les deux types de preparations: l'anneau exterieur dans la chambre
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combinee porte un plus grand nombre d'organismes que le disque interieur. La
chambre a plaques, remplie ä la pipette, presente une distribution inverse des orga-
nismes. En remplissant la chambre ä plaques avec une pipette, il est tres difficile
d'eviter les courants circulaires dus ä la forme ronde de la cuvette. Au centre de la

chambre ces courants sont ä l'origine de l'amoncellement des organismes. Les causes
du deplacement des organismes vers la peripheric de la chambre combinee sont
discutecs au paragraphe suivant.

VI. 2.3. Temperature de remplissage

Les parois du cylindre de la chambre combinee sont exposees aux variations de

la temperature ambiante. 11 est done possible que des echanges caloriques provoquent
des courants ä l'interieur de la chambre, pendant la sedimentation qui dure 18 ä

24 heures.

Si tel est le cas, un echantillon froid verse dans la chambre combinee, presente
un deplacement du depot plus important qu'un echantillon ramene auparavant ä

la temperature ambiante. Voici l'experience qui peut repondre ä cette question:

Trois echantillons de la meme peche sont divises en deux lots: le premier est

conserve au froid (4° C) jusqu'au moment de la preparation de la chambre combinee,
l'autre est chauffe un peu au-dessus de la temperature du laboratoire (1 degre de

difference). Les deux chambres ä denombrer contenant le meme echantillon sont

remplies simultanement. La sedimentation pendant 24 heures est faite ä l'abri de

la lumiere. Dans le sediment, quatre especes sont denombrees:

Synedra ulna (individus), Eudorina elegans (cenobes), Codonella lacusfris (indi-
vidus), Ceratium hirundinella (individus).

Les resultats sont resumes dans le tableau 23.

L'accumulation des organismes ä la peripheric suivant le courant cree par le

rechauffement du liquide le long des parois est evidente. La carte d'un tel sediment,

representee dans les figures 11 b et 12b, montre en outre que l'accumulation est la

plus dense du cöte du rechauffement le plus fort. Un remplissage ä temperature trop
elevee provoque les courants inverses: l'accumulation se fait au centre de la chambre

(fig. IIa et 12a). En general, un laboratoire n'est pas chauffe uniformement (fenetres,

corps de chauffage, parois froides, etc.) et le sediment sera asymetriquement deplace
suivant l'intensite des courants ascendants et descendants, provoques par le rechauffement

ou le refroidissement des parois du cylindre de sedimentation (fig. 10). En

realite, ces courants sont tres faibles; les organismes se deposent malgre ces courants.
Leur influence s'exerce sur la forme de la repartition des organismes dans le sediment,

repartition qui ne suit plus la loi de Poisson.
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Tableau 23

Effet de la temperature de l'echantillon au moment du remplissage de la chambre combinee.
Denombrement de quatre especes dans la moitie exterieure et Interieure du sediment

Echantillon Tempdrature
au remplissage

Partie
du sddiment

Synedra Eudorina Codonella Ceratium

i 6,5° C Ext.
Int.

918
457

45
5

59
8

15

5

Total 1375 50 67 20

18,5° C Ext.
Int.

651

723
35

28
16
18

6
7

Total 1374 63 34 13

2 4,5' C Ext.
Int.

1073

389
61

14

46
8

14

9

Total 1462 75 54 23

19,0° C Ext.
Int.

512
943

14

60

13

43

5

16

Total 1455 74 56 21

3 5,5° C Ext.
Int.

950
475

35
15

53

11

10

4

Total 1425 50 64 14

18,5° C Ext.
Int.

615

759

12

52

21

47
5

10

Total 1374 64 68 15

VI. 2.4. Specificite du sediment

Nous venons de voir que le sediment dans la chambre combinee peut presenter
une repartition non fortuite ä la suite de courants thermiques ä l'interieur du cylindre
de sedimentation. Le dessin que forme le sediment dans ces conditions n'est pas
necessairement le meme pour toutes les especes presentes dans le plancton. En
raison de leur poids et leurs formes variables, regissant la vitesse de sedimentation,
les organismes subissent differemment l'effet de deplacement.
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La comparaison de la dispersion de differentes especes ä l'interieur d'une
chambre ä denombrer peut se faire en comparant d'une part les distributions de

frequences (x2vanance) et d'autre part en etudiant les differences de frequences a l'interieur

de parties delimitees du sediment (tableaux de contingences, cf. Annexe I),
dans notre cas, en comparant le disque central et le cercle peripherique («Int. »

et « Ext. »).

La comparaison des x2vanance P°ur chaque espece est sujette ä caution. ce critere

depend de la frequence des organismes (Cochran 1954). En comparant deux
distributions ä moyenne tres dissemblable, ce y2 n'est plus applicable.

L'application du y2 sur des tableaux de contingences est appropriee, meme dans

le cas de densites tres dissemblables. En utilisant ce procede dans l'experience du
§ VI. 2.3 sur les chambres ä repartition tres irregulieres, c'est-ä-dire sur les chambres

qui ont ete remplies avec un echantillon froid, nous obtenons le resultat suivant
(tableau 24):

Tableau 24

X2 (contingences) pour la comparaison des repartitions de differentes especes dans le meme sediment
* x2 accusant line difference significative

Echantillon
Degr6

Comparaison

de liberte
Svnedra-Codonella Synedra-Eudorina Synedra-Ceratium

L 6,5° C
2. 4,5° C
3. 5,5° C

t
t
l

13,06
3,75
7,26

11,89
2,33
0,24

0,60
1,81

0,14

3 24,07 * 14,46 * 2,55

Total des echantdlons 1 22,58 * 10,60 * 0,12

Homogeneite difference) 2 1,49 3,86 2,43

Le tableau 24 revele une concordance des repartitions de Synedra et de Ceratium;
Codonella, par contre, est dififeremment repartie, etant plus concentree encore ä la

Peripherie que Synedra; le resultat de Eudorina est moins precis: une fois sa dispersion

differe de celle de Synedra, et dans les deux autres cas elle semble repartie de

la meme maniere. Ceci s'exprime dans le y2 pour homogeneite qui indique si les

trois preparations sont homogenes ou non. Dans le cas de Eudorina, ce y2 n'est pas

encore significatif, mais il est plus eleve que chez les deux autres groupes.
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II ressort clairement de cette experience que les differentes especes presentent
la meme tendance ä s'accumuler ä la peripheric de la chambre, mais elles repondent
avec une intensite differente aux influences des courants thermiques. II en resulte
des dispersions dissemblables pour differents organismes.

A

\/ v

A

V ^

A

A

Fig. 10

Courants thermiques dans la chambre ä sedimentation: rechauffement du liquide le long des parois,
et deplacement du sediment vers la peripheric.

VI. 2.5. Le sediment dans la chambre Sedgewick-Rafter

Dans une chambre de forme circulaire les courants sont tres difficilement evites.

Par contre, la forme rectangulaire de la chambre Sedgewick-Rafter arrete rapidement
les courants. La repartition des organismes dans la chambre Sedgewick-Rafter suit
la loi de Poisson, ce qui a ete montre par plusieurs auteurs dejä, en particulier par
Gilbert (1942) qui a trouve le procede de remplissage qui assure une repartition
correcte des organismes. Ces resultats ont ete confirmes par nos propres experiences:
sur dix-sept chambres contrölees, une seule a presente un /2variance superieurau /20i05,

les autres etant en general beaucoup plus petits que cette valeur critique.

VI. 3. Le DENOMBREMENT PARTIEL

Le denombrement complet d'especes ä densite elevee represente un travail
enorme, disproportionne par rapport ä la precision qu'il peut fournir. L'extrapolation
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Fig. 11

Effet de la temperature de l'echantillon au moment du remplissage de la chambre

repartition non-fortuite des Synedra ulna

11a: temperature au remplissage 19,0° C
116: temperature au remplissage 4,5° C.
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Fig. 12

Repartition non-fortuite specifique:
12 a: temperature au remplissage 19,0 C
12 6: temperature au remplissage 4,5° C.

' Eudorina — Codonella Ceratium
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ä partir du nombre fourni par une partie delimitee de la chambre permet de reduire
le travail ä 1'optimum utile. L'emploi d'une suspension plus diluee permettrait de se

passer d'un denombrement partiel; toutefois, la dilution porte prejudice au denom-
brement des organismes moins frequents. Dans le chapitre precedent (§ VI. 2.3) nous
avons vu qu'une repartition normale selon les lois du hasard ne se realise que tres
rarement dans les sediments des chambres rondes (Kolkwitz et Utermoehl). La

presence d'une telle repartition n'est jamais connue a l'avance et r.e peut etre obtenue
ä volonte. II est done necessaire de choisir un Systeme d'echantillonnage d'aires ä

denombrer qui fournira des moyennes x correspondant ä la moyenne reelle

(moyenne fournie par le denombrement complet de la chambre), dans n'importe
quel sediment ä repartition fortuite, ou non.

Pour le denombrement partiel, plusieurs modes d'echantillonnage ä l'interieur
de la chambre sont proposes:

1° Choix d'une region jugee caracteristique. Cette methode est soumise ä des

appreciations subjectives incertaines, et n'est plus valable dans un sediment ä mauvaise

dispersion;

2° Choix de plusieurs regions suivant un modele systematique regulier.

Cette methode est mecaniquement la plus facile ä realiser.

L'echantillonnage systematique peut fournir des resultats interessants, si les

aires examinees sont choisies uniformement sur toute la surface de sedimentation,
ä condition que le sediment ait une repartition fortuite. Greig-Smith (1957) fait
justement remarquer que « dans le cas de l'echantillonnage systematique, on peut
obtenir une estimation de la moyenne qui, dans certaines circonstances, devie moins
de la moyenne reelle que l'estimation donnee par l'echantillonnage au hasard; la
methode de l'echantillonnage systematique ne fournit pourtant aueune indication
de sa precision et aueune possibility d'attribuer une significativite ä l'ecart entre les

moyennes de differentes preparations». II est d'usage, souvent, de denombrer une
bände horizontale ou verticale sur le diametre de la chambre, de largeur necessaire

pour fournir un nombre süffisant d'individus. Utermoehl (1958) propose de choisir

quatre bar. Jes dans le sens des diagonales. Cette methode peut parfois fournir une

moyenne suffisamment correcte. Pour des criteres de comparaison, cette moyenne
est toutefois trop incertaine: il est impossible de lui attribuer une variance statistique-
ment valable, et eile souffre d'uniformite de representation (la moitie des diagonales
se trouve dans une zone centrale representant seulement un quart de la surface
totale

3° Choix de plusieurs aires de denombrement suivant un Systeme d'echantillonnage
au hasard.

A l'aide d'une table de nombres disposes au hasard, on determine d'avance
certains points disperses sur toute la surface, points autour desquels sera delimitee
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une petite region ä examiner (soit un champ visuel, soit un carre d'un reseau). Cette
methode permet d'evaluer, outre la moyenne, la variance qui nous donne la precision
de cette moyenne. Une comparaison entre differentes moyennes devient ainsi sta-

tistiquement possible, conduisant ä un jugement valable de la significativite des

ecarts.

VI. 3.1. Comparaison de dijferents systemes de denombrement partiel

Afin de comparer les systemes de denombrement partiel proposes au paragraphe
precedent, et de determiner leur precision ainsi que leur efficacite, nous avons precede
ä l'analyse de cinq modes diflerents d'echantillonnage ä l'interieur de divers sediments

de chambres combinees Utermoehl.

Modes d'echantillonnage:

La surface totale de la chambre ä plaques selon Utermoehl est divisee par un

quadrillage en 527 mm2, dont 489 sont des carres entiers (cf. fig. 5). L'unite de

surface est de 1 mm2. Le quadrillage comprend 25 lignes et 25 colonnes numerotees
de 1 ä 25 respectivement. L'examen de 100 carres a ete decide sur la base des principes
discutes au § VII. 2. Ces 100 carres sont disposes dans la carte de diverses manieres:

a) sur une bände horizontale, comprenant 4 lignes de 25 mm2 (fig. 13a);

b) sur une bände horizontale de 2x25 mm2 et une bände verticale de 2x25 mm2

(fig. 13by,

c) quatre fois 25 carres situes ä proximite des quatre diagonales de la surface;

d) selon un Systeme de 5x20 carres choisis au hasard de la maniere suivante: dans

les tables de Fisher & Yates (1953) des « Random Numbers », on examine les

quatre premiers chiffres de chaque valeur des colonnes; les deux premiers chiffres
donnent l'indice de la ligne du reseau, les deux chiffres suivants indiquent la

colonne de ce reseau. Les carres dont les indices tombent ä l'interieur du reseau,

caique sur un papier transparent, sont encadres et numerates au fur et ä mesure.
Une feuille transparente peut contenir 20 carres. Ces indices sont encore utiles,

independamment de l'etablissement d'une carte, pour le denombrement direct
du sediment, opere par un mouvement des vis millimetriques de la platine.
Disposant de la carte du sediment, nous avons pu superposer la feuille transparente

ä la carte et lire ainsi les nombres presents dans les carres fixes ä l'avance.

L'enregistrement chronologique des frequences permet par la suite une analyse

sequentielle. « Systeme A » (fig. 13rf);

e) selon un Systeme analogue ä celui mentionne sous d) que nous appellerons
«Systeme B» (cf. Annexe II);

f) pour le contröle des moyennes de l'ensemble de base, le sediment entier est compte.

Archives des Sciences. Vol. 17, fasc. 2, 1964. 15
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13 a: Bande horizontale.

13 6: Bande horizontale 4 bände verticalc.

13 c: Quatre diagonales.

Fig. 13 a-c

Denombrement partiel: choix des aires ä denombrer selon des precedes systematiques
Delimitation de 100 mm2.
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Sediments dans la chambre combinee:

A partir d'une suspension planctonique de base, deux series de trois chambres

combinees identiques sont soumises ä l'analyse:

1° trois sediments ä distribution aussi fortuite que possible, obtenus par une pre¬

paration tres soigneuse de la chambre. Le sediment dans ces chambres est presque
fortuitement distribue (*2variance, tableau 25.1);

S 10 1g 10 IS

Fig.

Denombrement partiel: choix des aires ä

Delimitation des

13 d

denombrer selon un Systeme au hasard.
20 premiers mm2.

2° Trois sediments avec une tres mauvaise distribution du plancton, obtenus par
un remplissage de la chambre combinee avec un echantillon froid de 4° C

(cf. § VI. 2.2). La mauvaise distribution des organismes s'exprime par les £2vauance

qui depassent largement la valeur critique (tableau 25.2).

Les sediments des chambres ä denombrer ne se conservent que quelques heures

au maximum. Aux fins de denombrements repetes dans la meme preparation, nous
copions la carte du sediment de Synedra ulna de chaque chambre. Les differents
modes d'echantillonnage sont ensuite superposes ä ces cartes. Ce procede elimine

au surplus les erreurs personnelles de determination qui se presenteraient dans la

repetition des denombrements sur la preparation meme.
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Denombrements :

Dans chaque sediment ou carte, les cinq modes d'echantillonnage fournissent
une moyenne x de Synedra par carre du reseau. Les tableaux 25.1 et 25.2 presentent
les valcurs de 5c pour les chambres des deux series.

Tableau 25 1

Nombre de Synedra/»;/»2 dans le sediment ä distribution fortuite de trois chambres combinees,
apres differents denombrements partiels f i00 carres du reseau)

Mode de denombrement partiel
i

Preparation

II m

a) horizontal 2,40 2,81 2,47
b) horizontal + vertical 2,77 3,25 2,76
c) en diagonales 2,64 3,15 2,89
d) au hasard (systeme A) 2,50 2,74 2,50
e) au hasard (systeme B) 2,52 2,77 2,76

f) total de la chambre moyenne reelle) 2,75 2,90 2,76

y2variance pour toute la chambre
"

(x20,05 551)

624 692 697

Tableau 25 2

Nombre de Synedra/mm2, dans le sediment ä distribution non-fortuite de trois chambres combinees,

apres differents denombrements partiels (100 carres du reseau)

Mode de denombrement partiel
i

Preparation

II m

a) horizontal 1,83 1,49 1,69

b) horizontal + vertical 1,91 1,90 2,21

c) diagonales 2,08 1,82 2,05
d) au hasard (systeme A) 2,32 2,21 2,46
e) au hasard (systeme B) 2,72 2,52 2,48

f) total de la chambre moyenne reelle) 2,75 2,91 2,85

y2variance, pour toute la chambre
(X2 0,05 551)

1736 1592 970
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Synedra/ mm^

189

x

3,5

3,0

2.5

2.0-

1,5"

i i ~i i i rhorizontal horizontal i diagonales au hasard au hasard Total de la
+ vertical A B chambre

Echantillonnage systematique Echantillonnage au
de 100 carres hasard de 100 carres

Fig. 14

Moyennes fournies par diflerentes methodes de denombrement partiel dans la chambre combinee.
Nombre de Synedra ulna/mm2.

Sediment ä distribution presque fortuite
Sediment ä distribution non-fortuite.

Resultats:

Dans la premiere serie de chambres ä distribution presque fortuite, les ecarts
entre les moyennes fournies par les dififerents modes de denombrement partiel ne
sont pas tres importants. La moyenne reelle etablie par le denombrement de la
chambre entiere, est serree de pres (fig. 14). Pourtant, l'analyse de variance
(tableau 25.3) accuse des differences legerement significatives entre les modes

d'echantillonnage:

(modes)
F- -= 2,604 avec F0 05 2,372

(carres)
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Tableau 25 3

Analyse de \ai lance des differents modes d'echantillonnage ä V Interieur de irois preparations
ä repartition quasi-fortmte

Source de variance DL sc C\i variance

Modes d'echantillonnage
Fieparations ae la chambre
Interaction Methodes-Preparations
Carres du reseau

4
2
8

1485

35,677
37,801

8,359
5086,730

8,919
i8,90o

1,045

3,425

Total 1499 5168,567

Tableau 25 4

Analyses de \atiance entie differents modes d'echantillonnage
ä repartition non-fortuite

d I'intetieur de tiois prepaiations

Source de \ariance DL sc CM— variance

Modes d'echantillonnage
Preparations de la chambre
Interaction Methodes-Preparations
Carres du reseau

4
2
8

1485

146,863
11,172
11,181

8238,290

36,716
5,586
1,398
5,548

Total 1499 8407,506

Nous avions vu que la distribution du sediment etait presque fortuite dans cette

serie, en comparaison avec la deuxieme seiie ä ires mauvaise distribution. Toutefois,
la repartition de Poisson n'etant que mediocrement ajustee, les differents modes de

denombrement partiel n'offrent des resultats qu'approximativement identiques.
D'ailleurs la beaucoup plus grande variability entre preparations absorbe ces petites
differences.

Par contre, dans les sediments ä mauvaise distribution des organismes, l'echan-

tillonnage systematique du denombrement partiel fournit des moyennes beaucoup

trop faibles. L'echantillonnage au hasard donne des moyennes qui se rapprochent
mieux des vraies moyennes (fig. 14). L'analyse de variance (tabl. 25.4) montrequeles
divers modes d'echantillonnage fournissent des moyennes significativementdifferentes.
Ces differences se manifestent malgre la plus grande variance entre les carres du reseau:

(modes)
F- - 6,61 avec Foos 2,372,

<carr&) PtF.... =4 616
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Conclusions:

Les resultats fournis par les differentes methodes de denombrement partiel sont

significativement differents. Les tableaux 25.1 et 25.2 des moyennes indiquent
cependant que les modes d'echantillonnage au hasard donnent des valeurs qui se

rapprochent le plus de la moyenne reelle dans la chambre. L'inconvenient de l'echan-

tillonnage systematique (horizontal ou horizontal et vertical) est evident sans mesure
ni calcul dans le cas d'une distribution non fortuite: il suffit que la bände passe ä cöte

du nuage pour annuler la valeur du denombrement. II s'agit ici d'un cas extreme.

Toutefois, meme lorsque Ton reussit ä obtenir une distribution quasi fortuite, l'ecart
entre la moyenne reelle de la chambre et une moyenne d'echantillonnage systematique

reste legerement significatif. Meme l'artifice complementaire d'une lecture en

diagonales, proposee par Utermoehl (1958), ne corrige pas l'inceititude des valeurs

systematiques.
Dans la pratique, l'experimentateur trouvera des valeurs situees entre les

extremes representes par les tableaux 25.1 et 25.2. Dans le paragraphe VI. 2.3 nous

avons vu qu'en conditions de laboratoire les sediments presentent pratiquement tou-
jours de legeres deformations. La seule methode de denombrement partiel menant ä un
resultat valable doit alors se baser sur un mode d'echantillonnage au hasard des aires

ä examiner.

VI. 3.2. Rapidite avec laquelle la moyenne du denombrement partiel
s'approche de la vraie moyenne

Cette analyse illustre d'une autre maniere les resultats mentionnes au paragraphe

precedent. Elle permet en plus de fixer le moment du denombrement ou les frais de

l'operation peuvent etre arretes, pour eviter un gaspillage de travail.
Par une analyse sequentielle du denombrement partiel on obtient une image du

rapprochement de la moyenne partielle vers la moyenne reelle. La rapidite de ce

rapprochement peut etre une mesure de la qualite de l'echantillonnage. Les figures 15a

et 15b montrent deux exemples: l'echantillonnage systematique sur une bände
horizontale et l'echantillonnage par un systeme choisi au hasard, efiectues 1° dans un
sediment approximativement fortuit et 2° dans un sediment ä repartition non fortuite.
Les courbes sont obtenues par le calcul de la moyenne apres 10, 20, 30, 90 et
100 carres denombres successivement. Pour faciliter la lecture, les trois moyennes
reelles sont etablies ä une ordonnee commune.

Resultats:

1° (Fig. 15a.) Dans le cas de la repartition presque fortuite, la moyenne trouvee
se situe dejä apres 40 caries (ca. 100 individus denombres) ä l'interieur des

limites x ± 2.s (s 10% selon Poisson). Toutefois, la repartition n'etant
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Synedra/mm^

Echantillonnage systematique horizontal

Synedra/ mm^

Fig 15 a

Evolution de la moyenne apres 10, 20, 100 mm2 denombres, dans un sediment ä distribution
presque fortuite (trois preparations ä partir de la meme suspension).
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Echantillonnage systematique horizontal

Synedna/mm^

/ X. Moyenne de
N ^ la chambre

v/ /""

31' /
2'/

i i i 1 I 1 1 1 i

Echantillonnage au hasard (systeme b)

Fig. 15 b

Evolution de la moyenne dans un sediment ä distribution non-fortuite.
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qu'approximativement fortuite (les z2varianCe depassent toujours le /20,05), l'echan-
tillonnage au hasard mene encore plus rapidement au resultat correct. Avec ce

dernier Systeme, toutes les trois courbes se trouvent ä l'interieur de x ± 25 apres
30 carres denombres.

2° (Fig. 15/?.) Dans un sediment d'une repartition mauvaise, le denombrement
systematique ne donne aucune valeur moyenne raisonnable, meme apres
denombrement de 100 carres 250 individus, sur un cinquieme de la surface totale).
Par contre, par l'echantillonnage au hasard, on obtient une moyenne s'appro-
chant de la vraie valeur x apres peu de carres denombres. Comme dans le sediment

reparti normalement, apres 30 carres 75 individus), les trois moyennes se

trouvent ä l'interieur des limites x + 2s. II est cependant evident que la moyenne
calculee dans ce cas est moins precise que dans une repartition normale.

Si la technique le permet, c'est-ä-dire si Ton dispose par exemple d'un chariot
ä deplacements contrölables, il sera toujours preferable d'utiliser les methodes

d'echantillonnage au hasard. A l'usage de Finteresse, deux systemes sont indiques
dans l'annexe (Annexe II) de ce travail.

Ces observations sont generalisables: le probleme du prelevement d'echantillons
dans un ensemble ä distribution inconnue ou supposee non fortuite se presente
frequemment dans des etudes ecologiques ou autres.

L'echantillonnage selon un schema de points repartis au hasard sur toute la

surface (dans le cas d'un ensemble deux-dimensionnel) ou dans tout le volume (pour
un ensemble ä trois dimensions) fournit une moyenne plus digne de confiance que
toute moyenne obtenue par un schema regulier quelconque.

VI. 3.3. La variance ä Vinterieur des chambres, entre carres du reseau

Un mode d'echantillonnage systematique ä l'interieur d'une chambre ä
distribution en nuages peut avoir pour resultat une variance tres faible entre les carres
du reseau; il suffit pour cela que la « lecture horizontale » passe par hasard ä distance
du nuage. Cette faible variance nous fait conclure faussement ä une grande precision
de la moyenne, c'est-ä-dire ä une dispersion normale des organismes. Par
l'echantillonnage au hasard la surface entiere de la chambre est touchee de faqon ä reveler

la variance reelle qui existe dans le sediment. Les tableaux 26.1 et 26.2 resument les

analyses de variance des differents denombrements du tableau 25.1 et 25.2.
La variance ä l'interieur des preparations augmente au fur et ä mesure que la

surface examinee s'etend. La variance ä l'interieur de la chambre entiere est signifi-
cativement plus elevee dans les sediments ä repartition non fortuite que dans les

sediments repartis normalement. (F 1,953 avec F0_0S 1,0.) On voit dans ce tableau

que dans un sediment mal reparti, l'echantillonnage systematique fournit une
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Tableaux 26.1 et 26.2

Analyses de variance des denombrements siavant differents modes d'echantillonnage. a) horizontal,
b) horizontal - vertical, c) diagonales, d) au hasard (Systeme A J, e) ait hasard Systeme B),

f) denombrement de la chambre enliere
* DL 2, ** DL 1464

Sediment ä repartition quasi-jortuite

Source de variance DL

al b >

Variance

Systeme d'6chantillonnage

c) (1) e) f)

Entre preparations 2 4,31 7,85 6,51 1,92 2,01 5,06*
Entre carres ä l'interieur

des preparations 297 2,95 3,85 3,68 3,33 3,32 3,86**

Sediment a repartition non-fortuite

t Entre preparations 2 2,92 3,07 2,03 1,57 1,56 4,15 *

1

Entre carres ä l'interieur
des preparations

i

297 3,27 5,33 4,82 7,25 7,06 7,55 **

variance qui est de moitie trop faible; la variance obtenue par l'echantillonnage
au hasard est conforme.

VII. METHODES OPTIMALES

VII. 1. L'efficacite du denombrement

L'efficacite du denombrement depend des valeurs de precision et d'economie,
fournies par un denombrement quelconque. L'une et l'autre peuvent etre augmentees
empiriquement par la multiplication des essais, et theoriquement par l'etablissement
des valeurs de variance.

VII. 1.1. Calcul de Vejficacite

A l'interieur d'une preparation, le denombrement partiel donnera toujours des

valeurs susceptibles de varier selon la repartition des organismes sur la surface de

sedimentation. La variance entre carres du reseau est une estimation de cette varia-
bilite. A cette variability interieure s'ajoute l'erreur de la preparation, ou « variance
entre preparations ». Celle-ci peut etre importante: en examinant plusieurs exemples



196 ETUDE STAT1STIQUE DES METHODES DE DENOMBREMENT PLANCTONIQUE

d'analyses de variance de denombrements faits ä partir d'un meme echantillon, nous

trouvons pour trois methodes differentes de preparation que la variance entre
preparations est plus grande que celle ä l'interieur des preparations (tableau 27):

Tableau 27

Analyses de variance de denombrements de Synedra ulna par differentes methodes de denombrement,
et de preparation des chambres

* Variance entre preparations significativement plus elevee qu'ä l'interieur des preparations.

Methode de preparation j Source DL Variance
de la chambre de variance

F F0,05

Chambre combinee de 50 ml Preparations 3 14,35

Interieure
aux
preparations 414 5,52

2.60* 2,61

Chambre ä plaques,
Concentre par decantation

Preparations 3 9,03

Interieure
aux
preparations 1121 1,48

6,1* 2,61

Chambre ä plaques,
Concentre par centrifuga-

tion

Preparations 3 34,7

Interieure
aux
preparations 964 2,07

16,8* 2,61

Filtration par membrane
(Ultrafiltration)

Preparations 3 5,45

Interieure
aux
preparations 646 2.93

1,86 2,61

Des quatre modes differents de preparer le denombrement, seule l'ultrafiltration
n'ajoute qu'une erreur insignifiante ä la variance interieure.

Ces exemples montrent clairement qu'un resultat valable ne s'obtient que par
le denombrement de plusieurs chambres ou preparations differentes. Toutefois, il
n'est pas utile de denombrer dans chaque chambre le sediment entier. Pour chercher
le maximum de precision, il faut tenir compte de plusieurs facteurs:
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a) le temps disponible pour le denombrement «frais du denombrement»);

b) les dimensions de la fraction du sediment necessaire au denombrement, par
exemple le nombre de carres ä denombrer;

c) le nombre de preparations k faire de la chambre.

La relation entre ces trois facteurs a ete developpee dans un travail anterieur

(Uehlinger & Linder 1955), dont nous rappelons en bref les donnees essentielles:

Si

<7p composante de la variance entre preparations,

ol composante de la variance ä l'interieur des preparations,
entre les carres du reseau,

et

Np nombre de chambres ä preparer,

Nc -= nombre de carres ä denombrer dans chaque chambre,

nous pouvons etablir ä l'aide d'une analyse de variance les relations suivantes:

CM k l'interieur des preparations c2c

CM entre preparations Nc.o2p + a2,

done

a2 {CM entre preparations — o2c)INc (1)

La variance de la moyenne totale x est evaluee par

a\ (a2c + Nc. ff5)/NcNp. (2)

L'information, ou precision, est definie par l'inverse de cette variance:

llrrl UcNp/{a2c + Nca2p) (2a)

Si, d'autre part:

Kc temps moyen pour le denombrement d'un carre, et

Kp temps necessaire pour la preparation d'une chambre ä denombrer,

le temps K utilise pour le denombrement complet est

K N„(Kp + Nc.Kc). (3)

L'information par unite de temps est egale ä

^ NJ{a2c + Nc • a\) (Kp + Nc • Kc) (4)
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Cette relation (4) nous montre que Finformation par unite de temps depend seule-

ment du nombre de carres denombres par chambre, pour des a2 et a2, et des temps Kp
et Kc donnes.

VII. 1.2. Recherche de la precision optimale

Pour trouver le nombre minimal de carres ä denombrer JVC_ minimum corres-

pondant au maximum de precision obtenue par unite de temps, nous cherchons la
1/4

valeur de Nc qui correspond au maximum de la fonction La figure 16 represente

Precision
par unite
de temps

Fig. 16

Augmentation de la precision par unite de temps, en fonction du nombre de carres denombres
dans la chambre (formule 4).

c| variance de la moyenne
K temps de denombrement
Nc= nombre de carres denombres.

cette fonction (cf. formule 4), dans le cas oil nous avons trouve (denombrement en

chambre combinee) pour les composantes de la variance:

entre carres d'une preparation: a2c 5,758

entre preparations: a2 0,164
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pour le temps moyen necessaire ä

la preparation d'une chambre: Kp 600 sec

denombrement d'un carre: Kc 10 sec.

Les temps Kp et Kc se determinent par des mesures repetees et representent des

moyennes.
Au debut, la courbe (fig. 16) s'eleve rapidement par rapport au nombre de carres

denombres; le maximum ne s'atteint que tres lentement. Peu avant le maximum, la

precision n'augmente qu'avec une forte augmentation du nombre de carres denombres

Nc. En determinant ainsi dans une preparation le nombre de carres ä denom-
brer, il est indique de choisir une valeur Nc plutot plus petite que celle qui correspond

1 l°l
au maximum de la fonction. Dans l'exemple ci-dessus, la moitie de est dejä

K.

atteinte avec Nc — 8 carres, 3/4 avec 16 carres, 7/8 avec 29 carres et le maximum
seulement avec 46 carres.

1/ffj
Algebriquement, la valeur du Nc qui correspond au maximum de precision

K
et que nous designons par Ne mmimum, s'obtient par la relation suivante:

En denombrant un plus grand nombre de carres, Tinformation par unite de temps
n'augmente plus.

Avec ce Nc< mmimum de carres ä denombrer dans une chambre, nous pouvons
calculer le nombre de repetitions possibles dans un temps K donne d'avance, pour
le denombrement complet (cf. form. 3):

La formule (5) montre ä l'evidence que le nombre de carres ä denombrer dans

une preparation et, ensuite, le nombre de chambres ä preparer, dependent de deux

rapports:

1° si le rapport g2cI<t2p augmente, c'est-ä-dire si la variance entre carres augmente,
ou si la variance entre preparations o2p diminue, le nombre de carres ä denombrer
dans une chambre augmentera egalement;

ce qui donne, avec la relation (4),

(5)

Np, min K/(KP+ KeNc min>)p, mm (6)
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2° si le rapport KpjKc augmente, c'est-ä-dire si le temps necessaire pour le denom-
brement d'un carre diminue, ou si le temps que necessite la preparation d'une
chambre augmente, le nombre de carres ä denombrer augmente aussi. II importe
de se rendre compte que le temps necessaire pour le denombrement d'un carre
depend de la densite des organismes dans le sediment; le temps necessaire pour
denombrer 2n organismes sera legerement superieur ä celui necessaire pour
denombrer deux fois \n organismes, en raison du retard apporte par l'enche-
vetrement.

La fonction (5) peut etre representee graphiquement sous forme d'un nomo-
gramme qui permet ensuite de determiner rapidement le nombre le plus favorable
de carres ä denombrer. La planche III donne les valeurs de Nc min variant de 10 ä 400

pour des KJKp allant de 0,01 ä 10.000 et des a2cja2 allant de 10 ä 10.000.

Exemple:

L'estimation de la densite de Synedrct ulna dans un echantillon a ete faite par
le denombrement complet de quatre chambres combinees de 50 ml. L'analyse de

variance (tabl. 28) fournit les valeurs de a2c et de a2p selon formule (1):

Tableau 28

Analyse de \ariance de quatre comptages de Synedra ulna

Source de variance DL sc CA/
variance

Estimation de

Preparations
Carres du reseau

3

1952
258,16

11239,84
86,053

5,758
Oc - 489 <+
CT2

C

Total 1955 11498,0

La variance entre carres ä l'interieur des chambres a] 5,758.

La variance due aux preparations a2 0,164 (cf. form. 1).

Les temps necessaires pour preparer une chambre ä denombrer et le temps moyen
pour denombrer un carre du reseau, ont ete mesures chronometriquement:

Kp—\5 min. 900 secondes

Kc 6 sec.

Les quatre chambres ä 489 carres representent done un temps total de

K 4 (489.6+900) 15.336 secondes.
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Ces valeurs donnent les rapports suivants:

Kp/Kc 150

ffc/ffj 35,1

Selon la formule (5), on calcule le nombre minimum de carres ä denombrer:

Nc min, 72,6 carres/chambre.

Au lieu de faire ce dernier calcul, on peut trouver la valeur de fVc>min. ä l'aide du

nomogramme planche III.
Dans le temps K, utilise pour preparer les quatre chambres et pour les denombrer

completement, on aurait pu preparer

K/(Kc.Nc min +Kp) 11,5 chambres

en ne denombrant que 72,6 carres dans chaque chambre. Pratiquement Ton choisit
les valeurs entieres: 12 chambres avec 70 carres chacune.

Cette seconde modalite apporte, pour une meme duree, une forte augmentation
de la precision. Elle peut etre mise en evidence par la comparaison des variances
de la moyenne:

Moyenne d'organismes/carre x 4,50.

a) 4 chambres avec 489 carres:

CM entre preparations
<T? — 86,05/1956 0,044 ;

total des carres

b) 12 chambres avec 70 carres:

4min. 17,238/840 0,021

II se trouve que dans la deuxieme disposition, la variance de la moyenne totale
est moins que la moitie de la premiere, de sorte que la precision a plus que double,
sans qu'on ait augmente le temps utilise pour le denombrement total.

La condition de base de ces considerations est la repartition au hasard des

individus dans le sediment. Des que des facteurs externes peuvent influencer la

structure du sediment, il est indispensable de choisir au hasard sur toute la surface

du sediment, les carres dont le nombre minimum Nc m-,n vient d'etre determine.

VII. 1.3. Recherche de Veconomie optimale

11 se peut que la precision fournie par un procede quelconque de denombrement
ait ete jugee süffisante et qu'une augmentation de la precision ne soit pas recherchee.

Archives des Sciences. Vol. 17, fasc. 2, 1964. 16
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L'augmentation de precision obtenue par la determination du Nc min peut alors etre
transformee en une economie de temps.

Nous avons vu que la variance de Ja moyenne s'exprime par

(^c + Nc • (Tp)/NcNp

Variance de

Fig. 17

Diminution de la variance a2 de la moyenne, en fonction du temps utilise

pour le denombrement entier:

a) n2_ pour le denombrement complet de quatre chambres en 4,26 heures

b) pour les conditions optimales, en 2,05 heures.

Le nombre de preparations ä examiner, Np depend du temps mis pour le denombrement

par la relation

Np K/(Kp + NCKC).

En remplagarit le Np dans la premiere relation, on obtient comme temps total neces-
saire au denombrement:
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K (a2 + Nc-a2)(Kp/Nc+ Kc)/4

La figure 17 represente cette fonction pour l'exemple du § VII. 1.1, comprenant les

valeurs suivantes:
(j2 5,758 Kp 900 sec.

cr2 0,164 Kc 6 sec.

Deux courbes sont dessinees:

flj En denombrant quatre chambres en entier avec 489 carres: la precision x 0,044
est obtenue en 15.336 sec. 4,26 heures (courbe a);

b) En denombrant les chambres avec 72 carres chacune: la precision 3c 0,044 est

obtenue en 7.386 secondes 2,05 heures (courbe b); ce temps permet de faire
cinq ä six preparations de chambres ä denombrer.

La meme precision peut ainsi etre obtenue dans la moitie du temps. Cet exemple
montre combien il est important de connaitre la qualite des preparations ainsi que
la variability ä l'interieur de chaque preparation. Pour des denombrements repetes,
il vaut toujours la peine de consacrer quelques heures ou meme quelques jours ä la
determination des differentes variances, pour pouvoir ensuite travailler dans les

conditions minimales de temps, ou maximales de precision.

VII. 1.4. Application des donnees precedentes a differentes methodes
de denombrement.

Appliquons les procedes des paragraphes precedents ä l'experience decrite au
§ V. 3 (differentes methodes de concentration et differentes chambres ä denombrer,
utilisees pour examiner une meme suspension). On peut alors chercher les valeurs

optimum pour chaque methode du tableau 19. 1.

En supposant trois heures disponibles (10.800 sec.) pour le denombrement

complet, les nombres de chambres ä preparer sont calcules ä l'aide des Arc min.
determines auparavant. Pratiquement, certaines combinaisons sont irrealisables: pour le

cas des chambres tubulaires, par exemple, il faudrait disposer de douze chambres
tubulaires pour une seule experience. Par ailleurs, la precision, exprimee par le

coefficient de variation de la moyenne, serait inutilement grande (CVX 3,62%).
CVX 20% de precision suffiraient et permettraient d'effectuer le denombrement
de deux chambres chacune avec 95 carres en un peu plus d'une demi-heure. II est

interessant de noter qu'en general le nombre optimum Nc se trouve autour de

100 carres (mm2), c'est-a-dire un cinquieme de la surface totale. La determination
des conditions optimales montre que la precision fournie par la combinaison des

methodes Utermoehl avec les methodes de decantation est du meme ordre pour les

autres combinaisons de comptage. La centrifugation, par contre, ne fournit que la
moitie de cette precision, meme dans les meilleures conditions de denombrement.
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Tableau 29

Nombre optimum de carres ä denombrer dans differentes chambres preparees avec differentes methodes
de concentration

Kp temps necessaire ä la preparation d'une chambre
Kc temps necessaire au denombrement d'un carre du reseau
Nc nombre optimum de carres ä compter
Np nombre de preparations possibles en 3 heures
CVp — coefficient de variation de la movenne dans les conditions optimales

Methode de concentration Utermoehl D6cantation Centrifugation

Chambre tubulaire,
Microscope renverse

d'^/CTp 46,556
Kp 600 sec.
Kc 3 sec.

KpjKc 200
Nc 95

Np 12

CK* 3,62%

— —

Chambre combinee
ou ä plaques,

Microscope renverse

°l/<£ 35,1

Kp 900 sec.

Kc 6 sec.

KpjKc - 150

Nc 70

Np 12

CVX 3,69%

CTc/ap 42'9
Kp 900 sec.

Kc 3 sec.

KpjKc ="- 300

Nc 120

Np 9

CVX 4,72%

a\ja'p 15,36
Kp - 1200 sec.
Kc 3 sec.
KpjKc - 600
Nc - 95

Np 1

CVS 8,98%

Chambre combinee
ou ä plaques,

Microscope normal

a;/«* 35,76
Kp 900 sec.

Kc 6 sec.

KpjKc 150

Nc 70

Np 8

CV- 2,02%

<%/<4 116,32

Kp — 900 sec.

Kc 3 sec.

KpjKc 300

Nc 180

Np 8

CVS 3,29%

al/a], 12,65
Kp 1200 sec.

Kc 3 sec.

KpjKc 600
Nc 85

Np 7

C.VX 8,56%

Chambre *)
Sedgewick-Rafter,

Microscope normal

- 4,153
Kp 900 sec.

Kc 45 sec.

KpjKc 20

Nc 10

Np 8

CVX 3,90%

°c 16.74

Kp 600 sec.

Kc — 30 sec.

KpjKc 20
Nc 18

Np 9

CVX 2,79%

a2Jal 2,24
Kp - 1200 sec.

Kc 30 sec.

KpjKc 40
Nc 10

Np 7

CVX 5,03%

Ultrafiltration
Comptage sur

membrane

189,03

Kp 3600 sec.

Kc 4 sec.

KpjKc 900
Nc 300

Np 2

CVX 4,25%

— —

*) Dans la chambre Sedgewick-Rafter, la densit6 des organismes est comparativement plus faible par unit6 de surface;
au lieu de carr6s de 1 mm2, des lignes de 10 mm2 furent d6nombr6es.
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VII. 2. Limitation du nombre d'organismes a d£nombrer

Par la determination de l'efficacite du denombrement (§ VII. 1), on peut trouver,

pour une espece donnee, le nombre optimal d'aires ä denombrer. Ces considerations

ne sont valables que dans le cas d'une densite limitee ä 0-10 individus/unite de surface

en moyenne. La necessite de denombrer plusieurs especes differentes dans le meme

echantillon, pose le probleme de la limitation du nombre d'individus ä denombrer
dans chaque espece. On cherchera done le nombre minimum d'individus ä denombrer

au lieu du nombre minimum de carres ä denombrer.
On connait, pour la repartition selon Poisson, les limites fiduciaires pour n'im-

porte quel nombre d'organismes denombres, ces valeurs etant independantes des

dimensions de la surface examinee: voir planche Ib. En supposant une repartition
selon Poisson dans le sediment, le nombre d'individus ä denombrer peut etre choisi
selon la precision desiree. La transformation du nombre obtenu en nombre d'organismes

par unite de volume est possible grace ä l'enregistrement de la surface corres-

pondant au nombre d'individus denombres.

Javornicky (1958), ä l'aide de la formule

z 4/k2

oil z nombre d'organismes ä denombrer, et

k limite de precision choisie, exprimee en fractions (p. ex. 10% 0,1 k)

se limite ä denombrer 400 individus pour obtenir une precision de ± 10%.
Les deux manieres de determiner le nombre d'individus ä denombrer dependent

de certaines conditions:

1° de la distribution du sediment dans la chambre (fortuite ou non),

2° de la maniere de choisir les aires dans lesquelles les individus sont denombres,

3° de la representativite d'une preparation, c'est-ä-dire de la variabilite entre
chambres.

VII. 2.1. Choix dans des sediments repartis au hasard

Si la variance ä l'interieur du sediment excede la moyenne (s2 x), contröle au

moyen du critere du x2Va„ance les limites theoriques sont trop faibles. Comme nous

avons vu au § VI. 2.1, la repartition des organismes dans le sediment est rarement
fortuite. Si la preparation est faite avec soin, la deviation n'est toutefois pas excessive;

par exemple, dans la comparaison des chambres preparees soit avec un echantillon

tempere, soit avec un echantillon froid, le denombrement des Synedra ulna donne
le tableau suivant:
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partiel jusqu'ä un nombre limite:

precede systematique
precede au hasard.

espece frequente

espece moins frequer.te

espece peu frequenle

Denombrement

18a:
18 b:
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Tableau 31

Variance ä l'mterieur des chambres ä repartition fortuite ou non,
pour un denombrement de Synedra ulna

Preparation n'
Nombre d'mdividus

denombres Individus/mm- s-

Sediment ä repartition presque fortuite'
1 1328 2,72

2,92
2,79

3,48
4,13
3,98

624
691

697

2
3

1426
1362

Sediment ä repartition non fortuite:
1 1178 2,41

2,59
2,49

8,72
8,46
5,46

1736
1592

970

2
3

1268
1219

Avec une mauvaise repartition, la variance s2 atteint le double ou meme le triple
de la moyenne. Dans un cas semblable, le choix d'un nombre limite selon les principes
de Poisson est impossible. Dans le cas d'une repartition presque fortuite, le nombre
choisi suivant les limites de Poisson peut indiquer un minimum, au-dessous duquel
la precision sera insuffisante.

VII. 2.2. Choix des aires de surface a denombrer dans des repartitions
non fortuites

Apres avoir choisi un nombre d'individus minimum k denombrer, il faut choisir
les aires de surface de sedimentation ä l'interieur de la chambre, de fa?on ä permettre
l'interruption du comptage au moment ou le nombre fixe est atteint; dans un Systeme

d'echantillonnage systematique dans le sediment, le precede illustre par la figure 18

est utilise: dans une bände horizontale traversant la chambre, Ton commence
ä denombrer les individus par unite de surface (millimetres carres, par exemple).
Le denombrement d'une espece est interrompu quand le minimum est atteint; le

denombrement des autres especes continue jusqu'au nombre limite impose. En
determinant le nombre d'unites de surface sur laquelle se trouvait ce nombre limite
d'individus, on en calcule la densite dans la chambre entiere. Comme nous avons
constate au § VI. 3.1, le denombrement suivant un Systeme systematique comprend
quelques risques d'erreurs de principe. L'echantillonnage selon un Systeme de choix
des carres au hasard diminue ces erreurs. Toutefois, pour pouvoir interrompre le

denombrement ä n'importe quel moment, il ne suffit pas d'etablir une grille de carres
disposes au hasard et de la remplir ensuite de haut en bas, mais il faut etablir l'ordre
chronologique suivant lequel les carres sont ä denombrer (figure 13d, p.
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Pratiquement, Ton prepare plusieurs grilles contenant chacune 10 ou 20 carres

numerotes, que Ton applique l'une apres l'autre (cf. annexe II).

Variance de
la moyenne

<*!

0,05-
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0,03-1

0,02 H

0,01

t<#.
\

\

m 2

m

m 4

i
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—I—
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—I 1 1 1

150 200 250 300 i

Carres denombres
Fig. 19

Variance de la moyenne
estimee ä partir de la variance entre carres
estimee ä partir de la variance entre preparations.

n nombre de carres denombres
m nombre de preparations de chambres.

Fig. 19 a

La variance entre preparations n'excede pas la variance entre carres du reseau.

VII. 2.3. Variability entre chambres, avec plusieurs preparations

La recherche de la meilleure estimation ä l'interieur d'une chambre n'est utile

que si la chambre represente reellement l'echantillon ä examiner. Les analyses de

variance du § VII. 1 montrent clairement que, par rapport ä la variance ä l'interieur
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de la chambre, la variance entre preparations repetees est tres importante, signifi-
cativement plus elevee. La variance de la moyenne devient ainsi plus elevee si eile est

Variance de
la moyenne

Carres denombres
Fig. 19 b

La variance entre preparations est beaucoup plus elevee que la variance entre carres du reseau.

calculee sur la base de plusieurs preparations, que si eile est estimee ä partir d'une
seule preparation:

a) variance de la moyenne dans une preparation:

s'l s\in

oil n nombre de carres denombres dans l'echantillon;

b) variance de la moyenne sur plusieurs preparations:

(s2c + n.s2p)/m.n

oil m — nombre de chambres preparees.
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L'erreur de la preparation des chambres est inclue dans la deuxieme variance.
Les figures 19«, b illustrent des exemples oil l'erreur introduite par la preparation,

c'est-ä-dire la variance entre preparations, devient toujours plus importante par
rapport ä la variance entre carres ä l'interieur des chambres.

II est evident qu'en choisissant un nombre tixe d'individus ä denombrer, la
precision du resultat est beaucoup moins grande si plusieurs preparations sont
examinees mais la moyennp se ranproche davantage de sa vra;e valeur Par exemple,
dans la figure 19«, 400 individus ont ete trouves sur 162 carres d'une preparation.
Une precision egale serait obtenue par le denombrement de 2x 140 carres, ou de
3 x 80 carres ou de 4 x 50 carres. Dans le cas oil la variance entre preparations depasse
fortement la variance ä l'interieur d'une preparation (fig. 196) on est force de se

contenter d'une precision inferieure ä celle obtenue ä l'interieur d'une chambre, le

travail devenant trop considerable par rapport au gain de precision.
II en resulte que la vraie moyenne se trouve avec d'autant plus de precision que

le nombre de preparations repetees de chambres est grand. II est done indispensable
d'examiner deux, sinon trois preparations differentes.

VIII. 1. Resume

La recherche d'une methode efficace d'enumeration du plancton d'eau douce —
e'est-a-dire d'une methode qui donne un maximum d'information d'une precision
donnee, avec un minimum de temps et de travail —, conduit ä l'analyse statistique
des diverses techniques de denombrement planctonique. L'etude des differentes

etapes de la preparation, du comptage et de revaluation des resultats, ainsi que la

comparaison des methodes d'Utermoehl, Kolkwitz, Sedgewick-Rafter et de l'ultra-
filtration, a permis de mettre en evidence les conclusions suivantes.

EchantiItonnage et concentration

Les prelevements eflfectues avec la bouteille Friedinger de un litre sont repre-
sentatifs pour le milieu environnant l'endroit de la peche; les peches ont ete effectuees

dans le lac Leman, plus particulierement dans l'eau legerement courante du bassin

du Petit-Lac, pendant quarante minutes consecutives.
Un echantillon non fixe, preleve sur le volume d'un litre, est representatif pour

le contenu de la bouteille.
Une conservation prolongee favorise la dislocation des especes coloniales;

cependant, ces especes presentent une resistance specifique ä cette dislocation.
La mesofiltration fournit des valeurs reproductibles.
L'ultrafiltration, avec comptage direct sur la membrane filtrante, est une methode

tres precise; eile est toutefois limitee aux Diatomees seules, qui resistent äla dessic-

cation.
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La centrifugation, methode rapide de concentration, donne des valeurs repro-
ductibles. Toutefois, ces valeurs sont chargees d'une forte variability et la confiance

en une unique preparation obtenue par centrifugation est limitee.
La simple decantation quantitative d'une sedimentation de vingt-quatre heures

donne des echantillons reproductibles. Elle presente l'avantage d'une precision plus
grande que la centrifugation, et d'un traitement moins nuisible aux organismes
friables.

Chambres de denombrement

La reproducibility des valeurs fournies par la chambre Sedgewick-Rafter est

confirmee. Le sediment presente une distribution fortuite et permet le denombrement

partiel selon un procede systematique.
Les chambres k forme ronde, telles que les modeles Kolkwitz et Utermoehl,

fournissent des valeurs reproductibles dans le cas du denombrement de la chambre
entiere. Neanmoins, le sediment dans la chambre ne presente que tres rarement une

repartition fortuite des organismes. Cette repartition depend des techniques de

remplissage et des conditions thermiques pendant la sedimentation. En plus, l'irre-
gularite de l'image n'est pas la meme pour les differentes especes.

L'echantillonnage, la concentration et le remplissage de la chambre determinent

une variance entre chambres, qui est plus grande que la variance k I'interieur d'un
seul sediment. Pour chaque type de chambre on peut calculer la fraction optimum
du sediment k denombrer. Au-delä de cette fraction, toute augmentation de precision
s'obtient par la repetition des preparations des chambres.

L'enumeration des organismes d'une meme suspension avec les diverses methodes
de denombrement fournit des valeurs absolues legerement differentes. Ces differences

sont statistiquement significatives. Des valeurs presentees par differents investiga-
teurs sont done ä comparer avec prudence.

Denombrement partiel et echantillonnage dans des ensembles ä repartition
non fortuite

Dans le cas d'une distribution non fortuite, le denombrement partiel du sediment

peut fournir differentes estimations de la densite, suivant la technique adoptee:

1° Densite dans quelques aires de surface choisies selon un procede systematique,

2° Densite dans quelques aires choisies selon un Systeme de points distribues au

hasard sur toute la surface,

3° Densite dans la chambre entiere, obtenue par le denombrement de toutes les aires

de la surface (« moyenne reelle »).

Ad 1°: Ce procede systematique peut avoir pour resultat une moyenne tres

eloignee de la moyenne reelle. Calculant progressivement les moyennes au cours du
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denombrement, on obtient des valeurs qui oscillent autour de la moyenne reelle, sans

y confiner. De plus, la variance observee est quelquefois trop faible.

Ad 2°: L'echantillonnage des aires ä denombrer, selon un Systeme de points
choisis au hasard etabli prealablement, a pour resultat une moyenne qui se rapproche
progressivement de la moyenne reelle, au cours du denombrement. La variance entre
ces aires correspond ä la variance reelle de la preparation.

En general, le precede suivant donnera, avec un minimum de travail, des resul-
tats statistiquement valables:

1) Preparation de deux chambres ä denombrer (le type de la chambre et le precede
de concentration sont choisis suivant les besoins de l'experience).

2) Determination du nombre maximum d'individus ä denombrer dans chaque
espece, ou de la fraction du sediment ä examiner, suivant les principes developpes
dans le § VII.

3) Denombrement des organismes dans plusieurs aires de surface, prealablement
choisis au hasard dans toute la chambre (cf. § VI. 3.1).

4) Enregistrement des frequences observees et du nombre d'unites de surface exa¬

minees (cf. § VI. 1).

5) Transformation de ces valeurs en une estimation de la densite de l'echantillon
etudie, ä l'aide d'un nomogramme approprie (cf. § VI. 1).

Annexes

I. Liste des formules statistiques utilisees dans ce travail, avec quelques remarques
concernant leur emploi.

II. Deux systemes de points repartis au hasard sur une surface circulaire de vingt-
cinq unites de diametre.

III. Nomogrammes pour la conversion des resultats de comptage en une estimation
de densite.

VIII. 1.1. Zusammenfassung

Mit dieser Arbeit wurde versucht, ein Zählverfahren für Süsswasserplankton zu
finden, welches bei gegebener Genauigkeit für ein Mindestmass an Arbeit, ein
Höchstmass an Auskunft gibt. Dies führte zur statistischen Analyse und zum
Vergleich der Methoden von Utermoehl, Kolkwitz, Sedgewick-Rafter und der
Ultrafiltration, wobei die einzelnen Vorbereitungsstufen, das Zählen selbst und die
Auswertung der Zählergebnisse untersucht wurden. Im einzelnen sind folgende Punkte
beachtenswert:
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Stichproben und Eindichtung

An gleichbleibendem Entnahmeort, im westlichen Endteil des Genfersees, und

trotz leicht fliessendem Wasser, liefert die 1-Liter Friedinger-Flasche, während mehr
als 40 Minuten, Zufallsstichproben.

Unfixierte Proben dieses Flascheninhalts sind wiederum Zufallsstichproben.
In mit Lugol'scher Lösung fixierten Proben führt längeres Aufbewahren zur

Auflösung der Kolonien. Die Auflösungsgeschwindigkeit hängt stark von der

Planktonart ab.

Die Mesofiltration gibt wiederholbare Ergebnisse.
Die Ultrafiltration, mit direkter Auszählung auf der Membran, ist ein sehr

genaues Schätzungsverfahren. Es eignet sich jedoch nur für die dem Austrocknen
widerstehenden Diatomeen.

Zentrifugenproben sind Zufallsstichproben; sie sind jedoch mit einer grossen

Streuung behaftet. Die Auszählung einer einzelnen Zentrifugenprobe gibt eine wenig
sichere Schätzung der Planktondichte. Auch widerstehen die Kolonien gewisser

Arten dieser Behandlung schlecht.

Ein behutsameres Verfahren ist das einfache Absinkenlassen während 24 Stunden

im Messzylinder, mit nachfolgendem Absaugen des überstehenden Wassers. Dieses

Eindichtungsverfahren ist ausserdem genauer als das Zentrifugieren.

ZähJkcimmern

Die Sedgewick-Rafter Kammer gibt zufällig streuende Ergebnisse. Die
Organismen sind zufällig auf der ganzen Kammerfläche verteilt.

In runden Kammern (Utermoehl und Kolkwitz) ergibt die Auszählung der

ganzen Kammer zufällig streuende Werte. Die Verteilung der Organismen auf dem

Kammerboden ist jedoch selten rein zufällig. Fülltechnik und Wärmeverhältnisse
während des Absinkens beeinflussen das Verteilungsmuster. Die Unregelmässigkeit
des Musters hängt ausserdem von der Art der Organismen ab.

Die durch Stichprobenentnahme, Eindichtung und Füllung der Kammer
verursachte Streuungskomponente ist in wiederholten Auszählungen verhältnismässig

grösser als die Streuungskomponente innerhalb der Kammern. Das zweck-

mässigste Verhältniss zwischen dem auszuzählenden Teil einer Kammer und der

Anzahl zu untersuchenden Kammern kann berechnet werden. In einem, ein für alle

Mal aufgezeichneten Nomogramm können diese Werte auch abgelesen werden.

Wird eine Wasserprobe mit verschiedenen Kammerverfahren untersucht, so

ergeben sich kleine, aber statistisch gesicherte Unterschiede zwischen den Schätzungen.

Absolute Werte verschiedener Untersucher können deshalb nicht ohne weiteres

verglichen werden.



214 ETUDE STATISTIQUE DES METHODES DE DENOMBREMENT PLANCTONIQUE

Teilzählungen, und Stichproben aus nicht zufällig verteilten Grundgesamtheiten

Mit verschiedenen Chi-quadrat-Prüfverfahren kann das Verteilungsmuster in
der Kammer beurteilt werden. Sind die Organismen nicht zufällig verteilt, so muss
in einer Teilzählung möglichst der ganze Kammerboden beachtet werden.

Man kann den Kammerboden in Flächeneinheiten unterteilen, worin
Teilzählungen, bei nicht zufälliger Anordnung der Organismen, drei verschiedene
Mittelwerte liefern können:

1° Dichte in einem systematisch gewählten Teil der Kammer,

2° Dichte in zufällig über die ganze Kammer verteilten Flächeneinheiten,

3° Wirkliche Dichte in der ganzen Kammer.

Zu 1°: Diese sehr häufig angewandte Schätzung kann von dem wirklichen Wert
stark abweichen. Während dem Auszählen fortschreitend berechnete Mittelwerte
schwanken stark um den wirklichen Wert, ohne sich hierauf festzusetzen. Die
Streuung zwischen den Werten der einzelnen Flächeneinheiten ist manchmal viel
kleiner als die wirkliche Streuung innerhalb der ganzen Kammer.

Zu 2°: Werden die auszuzählenden Flächeneinheiten auf dem ganzen Kammerboden

gewählt, nach einem zum vorneherein bestimmten zufällig verteilten
Punktsystem, so findet man einen Mittelwert, der sich bei fortschreitender Auszählung
immer mehr dem wirklichen Wert nähert, und somit eine gute Schätzung liefert. Die
Streuung ergibt ebenfalls eine richtige Schätzung der wirklichen Streuung innerhalb
der Kammer.

Im allgemeinen wird folgende praktische Anwendung zufriedenstellende Ergebnisse

liefern:

1) Füllung von zwei Zählkammern (Art der Kammer und des Eindichtungsver-
fahrcns hängen von den Umständen der Untersuchung ab; siehe § V);

2) Bestimmung der Mindestzahl zu zählender Organismen oder zu untersuchender
Flächeneinheiten (siehe § VII);

3) Auszählung in zufällig auf dem ganzen Kammerboden verteilten Flächeneinheiten
(siehe § VI. 3.1);

4) Aufzeichnen der Zählergebnisse in Form von Häufigkeitsverteilungen (siehe
§ VI. 1);

5) Schätzung der Planktondichte durch Umwandlung der Zählergebnisse mit Hilfe
geeigneter Nomogramme (siehe § VI. 1).

Anhang

I. Zusammenfassung der Formeln und Bemerkungen zu den in der Arbeit
angewandten statistischen Methoden.
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II. Zwei Systeme von zufällig verteilten Punkten auf einer Kreisfläche von 25 Durch¬
messer-Einheiten.

III. Nomogramme.

VIII. 1.2. Summary

In searching for the most efficient counting procedure,—i.e. the method which
yields the maximum information of known accuracy with the minimum expenditure
of time and labour,—a statistical analysis of the various methods available for the

density estimation of freshwater plankton has been made, together with a systematic

study of preparative stages and the ways of counting and testing the results. The
examination of the procedures of Utermoehl, Kolkwitz, Sedgewick-Rafter and
ultrafiltration has provided the following conclusions:

Sampling and Concentration

Samples collected with a 1-litre Friedinger bottle are representative of the

environment sampled. The environment in this case was the slowly flowing water
of the Western end of the Lake of Geneva: samples were collected in the course of
half-an-hour.

Unfixed random sub-samples from the bottle are representative of the total
contents.

Long preservation favours the disaggregation of colonial forms; these types
show specific resistance to such disaggregation.

Results from mesofiltration are reproducible.
Ultrafiltration, combined with immediate counting on the membrane, is a very

accurate method of estimation. It is, however, limited to diatoms since these alone

are able to resist dessication.

Centrifugation, providing rapid concentration, gives reproducible results.
These latter manifest, however, a strong variability. Density estimations as derived
from a single centrifuge sample are not very reliable.

Data are presented for a simple method of decantation which may be applied
to all sedimentable organisms with the production of reproducible results. This
method has the advantage of being more accurate than centrifugation and less

deleterious for delicate organisms.

Counting chambers

The accuracy of the results obtained with the Sedgewick-Rafter cell has been

confirmed. The sediment shows a random distribution, and it is possible to estimate

the mean in a part of the cell chosen by a systematic procedure.
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Round chambers, such as the types Kolkwitz and Utermoehl, provide accurate
results by enumeration of the whole sediment. However, this sediment seldom

presents a random distribution of the organisms. The distribution itself depends

on the way in which the chamber is prepared. Moreover, the pattern of non-
randomness varies according to the different species present.

Errors due to sub-sampling, concentration and filling, in counts made in replicate
preparations, account for more variance than the variance shown within a single cell.

Consequently, a theory is given for calculating the optimum fraction of the sediment

to be counted in replicate cells.

There is a slight, but statistically significant, discrepancy between the data
obtained using the various methods of enumeration. The results advanced by
different investigators should therefore be compared with care.

Partial counts, and Sampling in non-random distributed populations

The varying strength of the different Chi-square tests for randomness is discussed

with respect to the control of the pattern of sedimentation.
Partial counting in non-randomly distributed sediments provides three possible

means of density:

1° The density in some regions of the surface chosen by a systematic procedure,

2° The density in some areas chosen at random from the whole sediment,

3° The true density of the whole cell, i.e. in all regions of the sediment (the " real

mean ").

Ad 1°: The sampling of areas by a system of systematically-chosen points yields
a mean which is very different from the real mean. If means are calculated progressively

during the process of enumeration, the results oscillate around the real mean,
without necessarily touching it. Furthermore, such counts often suggest a smaller
standard error than the real error of the total count.

Ad 2°: Random sampling of areas taken from the whole surface of the sediment

gives a mean which approaches the total mean during the enumeration procedure.
The standard error involved equals the true total error.

In practical terms, the following general procedure will give the most satisfactory
results:

1) Preparation of two sub-samples for enumeration (the type of counting chamber
and the method of concentration being chosen according to the needs and

circumstances of the examination).

2) Determination of the minimum number of organisms to be counted for every
species, or determination of the minimum number of areas to be enumerated in
the sediment, following the principles as developed under § VII.
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3) Counting (for each cell) up to the chosen number of organisms or areas, and at
the same time applying a system of random sampling of areas on the whole
surface (cf. § VI. 3.1).

4) Recording of plankton frequencies and of number of areas examined (cf. § VI. 1).

5) Transformation of these results of counting into an estimate of density by means

of a suitable nomogram (cf. § VI. 1).

Appendixes contents

I. List of statistical formulas used in this paper.

II. Two systems of random distributed points on a circular surface of 25 units
diameter.

III. Nomograms.

VIII. 2. Rlmlrciements

Cette etude a ete reahsee ä I'lnstitut de Botanique generale et au Laboratoire
de Statistique mathematique de l'Universite de Geneve. II me reste maintenant
l'agreable devoir d'exprimer ma grande reconnaissance ä mes maitres, MM. les Pro-
fesseurs F. Chodai et A. Lindtr, qui m'ont initiee aux problemes de l'algologie et
de la biologic quantitative, et m'ont encouragee par leurs conseils et par l'interet
qu'ils ont accorde ä ce travail.

Ma reconnaissance va egalement au Professeur O. Jaag, directeur de I'lnstitut
federal pour famenagement, l'epuration et la protection des eaux, ä Zurich, ainsi

qu'ä ses collaborateurs.
Au cours des prelevements j'ai beneficie de l'experience et de la competence

en planctologie de M. P. Martin, de I'lnstitut de Botanique generale. Qu'il en soit
chaudement remercie ici.

Je suis reconnaissante ä MUes M. Schnfeberger et J. Gillieron pour toute
l'aidc qu'elles m'ont apportee dans la preparation du manuscrit.

L'achat de materiel specialise a ete facilite par la liberalite de la Societe acade-
mique de Gfneve. ä laquelle va ma plus vive gratitude.

VIII 3. BIBLIOGRAPHIE

Ballantine. D 1953: Comparison of the different methods of estimating nanoplankton. />w.
Mat. Biol. Asi. UK. 32, 129-147

Barnes, H. and Marshall, S. M. 1951: On the variability of replicate plankton samples and some
applications of «contagious» series to the statistical distribution of catches over restricted
periods. Jour. Mar. Biol. Ass. UK. 30, 233-263

Archives des Scifnces Vol 17, fasc 2, 1964 17



218 ETUDE STATIST1QUE DES METHODES DE DENOMBREMENT PLANCTONIQUE

Betant, A. et Perrenoud, G. 1932: Etudes sur la partie occideritale du Lac de Geneve. Mem.
Soc. Phys. Hisl. Nat., Geneve, 41.

Cochran, W. G. 1954: Some Methods for strengthening the common Chr-Test. Biometrics, 10,
417-451.

Dieterich, B. und Steinecke, H. 1955: Die Bedeutung der Planktonkonzentration und deren

quantitative Bestimmung in Oberflachengewassern. Vom Wasser (Jahrb. f. Wasserchem. u.

Wasserreinigungstechnik), 22, 72-89.

Fisher, R. A. and Yates, F. 1953 : Statistical Tables for Biological, Agricultural and Medical Research,
4" ed., Oliver and Boyd, London

Gilbert, J. Y 1942: The errors of the Sedgewick-Rafter Counting Chamber m the enumeration of
Phytoplankton. Trans. Amer. Micr. Soc. 61, 217-226.

Greig-Smith, P. 1957: Quantitative Plant Ecology. Butterworth, London.

Grote, A. 1953: Beitrag zur statistischen Überprüfung quantitativer Methoden in der Limnologie.
Gewässer u. Abwasser, 5, 33-76.

Javornicky, P. 1958' The Revision of some quantitative Methods for Phytoplankton Research
(English summary). Scientif. Papers. Inst. Chem. Techn. Prague, Fac Techn. Fuel and Water, 2,
283-367.

Jannasch, H. W. 1953: Weitere Mitteilung zur quantitativen Phytoplankton-Untersuchung mit
Membranfiltern. Ber. Lunnol. Flusstat. Freudenthal 5, 59-62

Kutkuhn, J. H. 1958: Notes on the precision of numerical and volumetric plankton estimates from
small-sample concentrates. Limnol. and Oceanogr., 3, 69-83.

Lamotte, M. 1957: Initiation aux methodes statistiques en biologic. Masson, Parts.

Linder, A. 1960: Statistische Methoden. Birkhauser, Basel. 3e ed

Littleford, R A., Newcombe, C. L. and Shepherd, B. B. 1940: An experimental study of certain
quantitative plankton methods. Ecology, 21, 309-322.

Lund, J. W. G. and Talling, J F. 1957: Botanical hmnological methods with special reference to
the algae. Bot. Rev. 23. 489-583

Kipling, C. and Le Cren, E. D. 1958: The inverted microscope method of estimating algal
numbers and the statistical basis of estimations by counting. Hydrobiologia, 11, 143-170.

Moore, E. W. 1952: The precision of microscopic counts of plankton in water. Join. Amei Wat.
Works Ass., 44. 208-216.

Naumann, F. 1931: Limnologische Terminologie In. Abderhalden, Handbuch der biologischen
Arbeitsmethoden, Abt IX, Teil. 8, 1-775

Ricker, W. E. 1937: Statistical treatment of sampling processes usefull in the enumeration of
plankton organisms. Arch Hsdrobiol. (Plankt 31, 68-84

Robert, El. 1922: L'emploi du filet et de la pompe dans les peches de plankton Ann Biol. Lacustrc,
11, 208-240.

Schmitz, W. 1953: Die Genauigkeit quantitativer Planktonuntersuchungen mit dem Membran¬
filtrationsverfahren. Ber. I imnol. Flussstat Freudenthal, 5, 77-86.

Serfling, R. E 1949 Quantitative estimation of plankton from small samples of Sedgewick-Rafter-
Cell mounts of concentrate samples. Trans. Amer. Micr. Soc., 68, 185-199.

Standard Methods for the examination of Water, Sewage and Industrial Wastes, 1955. Amer.
Publ. Health Ass. N.Y, 10th ed.

Uehlinger, V. et Linder, A. 1955: L'efficacite du denombrement dans l'hemacytometre Arch.
Sciences, Geneve, 8, 429-441.

Utermoehl, H. 1927: Unzulänglichkeiten bei den bisherigen Einteilungen des mikroskopischen
Gesichtsfeldes und ihre Beseitigung durch das Zahlstreifenokular. Z. wiss. Mikr., 44, 466-470
1958: Zur Vervollkommung der quantitativen Phytoplankton-Methodik. Mitt. Int. Ver.

Limnol, Mitt., 9, 1-39.

Vollenweider, R. und Wolff, H. 1948: Zur Methodik der Planktonstatistik. SchweiZeitschr.
Hydrobiol., 11, 254-262.



ETUDE STATISTIQUE DES METHODES DE DENOMBREMENT PLANCTONIQUE 219

Annexe 1

GLOSSAIRE DES NOTIONS STATIST1QUES UTILISfiES

L'application des criteres statistiques contenus dans ce glossaire est presentee dans de nombreux
traites de statistique biologique, tels que Linder (1960), Lamotte (1957), auxquels nous renvoyons
pour les methodes de calcul

1 Moyenne

Moyenne arithmetique x Sx,/n

ou S Somme

x, valeurs denombrees
n nombre d'echantillons ou d'unites examines.

2 Indices de dispersion

II existe dififerents criteres pour caracteriser la dispersion des mesures autour de la moyenne.
En presentant une valeur de dispersion ll est done indispensable d'indiquer le entere adopte.

Variance

Moyenne des carres des ecarts ä la moyenne

i2 5 (x, — x)2/(n — 1)

Ecart-lvpe

Ecart quadratique moyen, aussi appele deviation standard

s \A2 •

(« L'ecart-moyen » est defini par la moyenne arithmetique des valeurs absolues des ecarts des mesures

ä la moyenne: em S (xx — x)/n Sa signification statistique theorique est compliquee, et l'emploi
de ce entere est ä deconseiller).

Intervalles de confiance

a) de 1'echantillon 68% des mesures x, sont compris dans 1'intervalle

X xz s

95% des mesures x, sont compris dans 1'intervalle

X - 1,96 s

ou, grosso modo, x d 2 s

b) de la moyenne. avec un coefficient de secunte de 95% la moyenne de l'ensemble de base est

comprise dans 1'intervalle
X _ 1,96 sx,

ou x ± 1,96 s/y/n

Coefficients de variation

a) de 1'echantillon rapport de l'ecart-type ä la moyenne, exprime en pourcents de la moyenne

CV {sfx) 100%.
b) de la moyenne rapport de l'erreur standard de la moyenne, ä la moyenne, exprime en pourcents

CVX (sx/x) .J 00%

ou CVX (s/x y/n 100%.
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Remarque: Dans le cas d'une distribution de Poisson, la variance est proportionnelle ä la ntoyenne,
et Ie coefficient de variation est inversement proportionncl ä la racine carree de cctte moyenne.

Exemple:

avec une densite de x 10 orgamsmes par unite de denontbrement, le CVestime selon Poisson
est egal ä

CV (N/10/10) 100% - 31,5%, et

avec une densite de x 100 orgamsmes par unite de denontbrement,

CV =- (v 100/100) 100% 10% ;

e'est-a-dire une meme methode de denontbrement donne un coefficient de variation de 10% ou
de 31 % selon la densite des orgamsmes ä compter, mdependamment de sa precision propre. Un
coefficient de vaiiation ne prend done une signification valable qu'au moment oü la moyenne corres-
pondante est indiquee. En outre, on ne peut comparer que les coefficients de variation qui se basent
sur des moyennes equivalentes.

3. Analyse de variance

Cette methode permet d'une part de tester l'homogeneite d'une serie de chambres ä denombrer,
et d'autre part d'estimer la variance due aux techniques de preparation de cette serie, ainsi que la

variance existant ä l'interieur de chaque chambre. Ces deux variances se coniparent au ntoyen du
critere de F.

4. Critere de F

Comparaison de deux variances a^ et st:
F -

5. Critere de student « t »

Comparaison de deux moyennes xx et x2:
t (X, — x2)/id

sd etant l'erreur standard de la difference des moyennes.

6 Distribution de Poisson

Les orgamsmes qui se deposent sans influence perturbatnee exteneure, sur le fond d'une chambre
ä denombrer, presentent dans le sediment une distribution qui est caractensee par la fonction de

Poisson:
P (x) - e~m mxx

oil P (x) — probabilite de trouver un nombre x d'individus dans une unite de surface, et
m - densite moyenne des orgamsmes dans toute la chambre.

7. Critere du Chi-carre

Test de conformite

Comparaison d'une distribution experimental (frequences f avec une distribution theorique
(frequences tlh):

yjconformne — S [(fexp

Test de variance

Comparaison, dans une distribution de Poisson, de la variance avec la moyenne (ce deuxieme
entere est plus severe que le premier):

'/J \ariame " S (xi X)2/X
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Tableau de contmgences 2x2
Les frequences des categories dc caracteres sont disposees en un tableau ä double entree, selon

les alternatives de deux differents caracteres. L'independance des deux caracteres est testee dans ce
tableau par le entere de Chi-carre:

jC contmgences (^i b% a2 b] / (ul + b^) (fl2 T ^2) (aL ': ~ ^2) (^l "f b>)

avec a1 — o2 — bl + b2 11 representant les frequences dans la lre et la 2C classe des caracteres a et b.

8. Conditions optimum du denombrement

(voir le developpement des formules au §V1.1)
Nombre minimum de carres ä denombrer

Nc.mm — yj{Kp/Kc){s~/sp)
Nombre minimum de chambres ä preparer

Np, min — KI(KP h KcNc nun) •

Annexe II

DEUX SYSTEMES DE POINTS REPARTIS AU HASARD
SUR UNE SURFACE CIRCULAIRE DE 25 UNITES DE DIAMETRE

(cf. §V1I 2)

Systeme A

lint n° Ligne n° Colonne n° Point n° Ligne n° Colonm

1 16 22 26 22 13

2 18 18 27 22 17
3 16 8 28 2 17

4 6 9 29 10 8

5 14 6 30 13 13

6 5 4
7 19 15 31 7 10

8 11 5 32 22 6

9 6 18 33 11 20
10 21 14 34 20 22

35 22 7

11 13 8 36 16 6
12 7 3 37 8 13

13 8 2 38 8 18

14 11 4 39 24 16

15 16 4 40 23 20
16 7 8

17 9 15 41 23 6
18 18 17 42 14 23
19 1 10 43 9 18

20 19 11 44 9 23

45 4 14
21 20 3 46 9 24
22 13 5 47 17 16

23 8 23 48 11 16

24 25 12 49 7 12

25 18 16 50 6 6
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Point n° Ligne n° Colonne n° Point n° Eigne n'> Colon!

51 5 6 76 2 18

52 16 1 77 11 14
53 8 12 78 17 14
54 3 10 79 10 7

55 9 4 80 10 19

56 12 8

57 9 11 81 1 11

58 17 18 82 10 23

59 15 19 83 20 14
60 24 10 84 11 17

85 11 8

61 9 12 86 18 15

62 11 15 87 18 4

63 22 14 88 21 15

64 19 17 89 6 10

65 10 10 90 18 9

66 21 5

67 21 12 91 14 11

68 18 7 92 10 13

69 8 15 93 15 18

70 22 5 94 19 18

95 14 12

71 16 7 96 15 20
72 9 19 97 12 13

73 6 15 98 6 8

74 12 25 99 1 12

75 12 10 100 6 16

Systime B

1 16 16 23 9 3

2 10 16 24 19 6
3 8 18 25 5 22
4 11 5 26 13 18

5 8 5 27 17 12

6 12 21 28 15 4
7 22 19 29 10 16
8 18 16 30 3 6

9 12 3

10 14 11 31 8 11

32 2 18

11 9 13 33 10 14

12 19 21 34 21 19

13 9 11 35 12 22
14 3 8 36 14 10
15 7 3 37 12 6
16 2 14 38 18 24
17 22 5 39 21 17

18 12 22 40 22 21

19 23 15

20 13 14 41 16 24
42 22 15

21 4 14 43 10 8

22 17 18 44 17 10
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Point n°

45
46
47
48
49
50
51

52
53

54
55

56
57
58
59
60

61

62

63

64
65

66
67

68

69
70

71

72

Ligne n°

17

16

7

24
4

4
23

16

15

12

19

15

24
9
8

17

8

12

16

9

17

10

7

16

16

18

15

6

Colonne n°

17

16

23
7

5

19

6
10

20
23

9

18

12

11

18

21

4
2

9

24
14

24
16

19

3

13

13

8

Point n°

73

74
75

76
77
78

79
80

81

82
83

84
85

86
87
88

89
90

91

92
93

94
95

96
97

98

99
100

Ligne n°

10

24
7

5

7

12

17

17

18

8

16

16

18

22
19

20
24

5

3

2

11

13

5

22

19

6

3

19

Colonne n°

25
13

10

14

17

15

24
8

8

9

25
23

7

14

13

12

19

19

9
18

11

24
12

21

18

19

13

18
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Planche I a

Repartition de Poisson: Coefficient de variation de la moyenne CV% en fonction de la moyennex,
pour 1, 2, 3, 4, 5, 6 et 10 repetitions n.
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Planche I b

Repartition de Poisson: Limites superieures et inferieures de l'intervalle de securite
(les limites sont exprimees en pour-cent du nombre N d'unites denombrees).
Limites de 10%: intervalle 80%
Limites de 2,5%: intervalle 95%
Limites de 0,5%: intervalle 99%.
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volume d'eau
non-concentre

mi concentration

surface de sedimentation
Planche II a

Volume initial d'eau correspondant k la surface de sedimentation (1000 mm2)
de la chambre Sedgewick-Rafter (1 ml).
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volume d'eau

Planche 116

Volume initial d'eau correspondant ä la surface de sedimentation (500 mm2)
de la chambre tubulaire et la chambre combinee Utermoehl.



V. Uehlinger — Etude statistique des methodes de denombrement planctonique PLANCHE IIc

volume d'eau

Volume initial d'eau correspondant ä la surface de Sedimentation de la chambre ä plaques
(2,125 ml; 527 mm2), concentre par centrifugation ou par decantation
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volume d'eau
^non-concentre

Planche II d

Volume initial d'eau correspondant ä la surface de la membrane filtrante (0 20,5 mm),
membrane sechee apres ultrafiltration.
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Valeurs de Nc, m;„ en fonction de Kp/Kc et c^/a®
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