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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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