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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,



ETUDE STATISTIQUE DES METHODES DE DENOMBRF.MENT PLANCTONIQUE

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.
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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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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_

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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