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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



150 ETUDE STATISTIQUE DES METHODES DE DENOMBREMENT PLANCTON1QUE

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,



152 £tude statistique des methodes de denombrement planctonique

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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