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’aide du Flowcam®

Differentiation morphologigue et calcul des biovolumes
de Gomphonema gracile a

VEDRENNE, J, EZZEDINE, J

Les varniations de taille (biovolume) et de forme des diatomees peuvent revéler des perturbations de la biocenose. Le Flowcam® (cytometre
couplé a de l'acquisition dimage + classification automatique) a éte utilisé afin destimer les capacites de 'apparell (a deux objectifs : x10 et

x20) pour déterminer les tallles et les biovolumes de diatomees.

Mesures effectuées sur cultures de Gomphonema

- dans 2 etats : vivantes (V) / apres digestion H,O, (D)
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Flowcam et microscope

Méthodes de calcul des biovolumes de GGRA :

Biovolume= = R (Lvv + Lvc)/2 X lvv X Evc

RYAY; lvv

- Estimation par le Flowcam

Biovolume= Svv X Evc

LvcC

longueurs, largeurs et surface réelle de chaque diatomée.

v Surface vue valvaire mesuree par le Flowcam (Svv)

- Estimation par microscope a lI'aide de formule mathemathue (prlsme sur base elliptique).
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Svv détectée par le Flowcam

Résultats des mesures au Flowcam® :

estimer « Svv»

v :-1% a +14%

- Seulement 15% (diatomées vivantes) et 4% (diatomeées digerées) presentent le bon profil et ont une bonne qualite d'image pour

- Précision satisfaisante du Flowcam (x20) estimee a l'aide de 250 billes de références (19,99-0.2um). Diametre = 20,2+0,5um.
- Ecart entre les mesures effectuées au Flowcam et au microscope

Evc : +6 a +85%
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Ecart entre le Flowcam (x20) et le microscope (x100) et moyennes significativement difféerentes entre Flowcam et microscope (p<0,05)

Avantages Flowcam / microscope

m Estimation satisfaisante de la longueur (Lvv, Lvc), Flowcam sous
estime

m Surface reelle (Svv) obtenue directement (pas de formule
mathématique nécessaire) permettant de prendre en compte les
morphologies les plus complexes, permet de s’affranchir des mesures

Désavantages Flowcam / microscope

diatomeées

de largeur (lvv).
1 [
< Compensé par

Mais validation necessaire par observateur
m Gain de temps de I'estimation des dimensions si la
m Volume d’echantillon analysable (0,5mL) peut étre augmente sans

classification automatigue est mise en place
(pour 30 diatomees culture pure ~ 0h15 au flowcam contre 4h00 au microscope)
limite pour accroitre le nombre de diatomées mesurées

m Impossible de retrouver précisement ou ont été réalisées

les mesures du Flowcam. De plus la localisation des mesures Flowcam

Parameétrage, mise au point et critigue des images collectées fastidieux
Filtration physique des échantillons nécessaire pour éviter obturation du Flowcam
Présence d’exopolysaccharides dans les cultures vivantes entrainant des agregats de

Difficultés pour obtenir suffisamment d’individus en vue connective

Temps passé nécessaire pour la sélection des diatomées et constitution de la banque
d'images utilisee pour la classification automatique. A recommencer si dimensions des
diatomees en culture évoluent.

ne correspond pas forcément aux mesures realisees sur miCroscope oy est mesuré Evc ?

Conclusions
- Difficultés pour obtenir de bonnes mesures sur les petites dimensions, surtout Evc. Obstacles contoumeés en comparant 'évolution des

surfaces (Sw) plutot que le biovolume des diatomees lors des suivis des perturbations de la biocénose.
- Les mesures sur cultures pures mettent en évidence de nombreux verrous a lever pour utiliser le Flowcam® en routine sur des echantillons

du milieu naturel (colmatage, debris, séparation des individus en agregats, différenciation des individus, ...

- Validation des images toujours nécessaire par un observateur
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