Comp‘l'e rendu

Journée Ostreopsis cf.ovata
Villefranche-Sur-Mer -26 Juillet 2017

Objectifs

Les objectifs de cette journée de formation organisée dans le cadre de I'accord RAMOGE et menée par Rodolphe

Lemée du Laboratoire d'Océanographie de Villefranche (LOV), un des 2 laboratoires de I'Observatoire Océanologique

de Villefranche-sur-Mer étaient multiples :

2 Se former aux méthodes de prélevement et de comptage d’Ostreopsis cf. ovat@éveloppées par le LOV et de

discuter de I'efficacité de celles-ci.

2 Discuter et échanger sur ses protocoles et la surveillance d’Ostreopsis cf. ovata
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Prélevement de I'algue : méthodes et protocoles.

Le protocole d’observation comprend 2 préléevements différents : I'un planctonique (dans la colonne d’eau) et le

second benthique (sur les macroalgues).

Quelques conseils préliminaires :

2 Lors des repérages, il est important d’évoluer le plus prudemment
possible et ne pas mettre de la matiére en suspension, notamment
Ostreopsis cf. ovatajans la colonne d’eau. Cela viendrait fausser les
relevés. Afin d’éviter au maximum ce type d’événement, le mieux est de
fonctionner en binbme de préleveurs, un s’occupant du prélévement et
I'autre du matériel ;

2 Préparer en amont les flacons de prélevement et leur identification

2 Ostreopsis cf. ovatarésentant une grande variabilité dans son
développement spatial et cela a seulement quelques métres de distance. Il
est donc préférable de faire plusieurs réplicats pour étre plus objectif et
prendre en compte la variabilité de la microalgue. L'Observatoire
Océanologique de Villefranche sur Mer fait généralement trois

prélévements espacés d’environ 10 meétres chacun sur ses sites d’études.

Le prélevement planctonique

Le prélévement planctonique est un prélevement d’eau uniquement :

2 Préléevement réalisé dans la colonne d’eau 10 a 20 cm au-dessus de la macroalgue sélectionnée, elle-méme se

situant a environ 50 cm de profondeur, sur une roche horizontale.

2 Prélevement de 250mL

2 Méthodologie :

A
A
A
A

A

Plonger le flacon vide, ouvert, a I'envers dans I'eau (il reste ainsi rempli d’air)

Amener le flacon environ 20 cm au-dessus de la macroalgue

Renverser le flacon, il se rempli d’eau

Refermer le flacon sous I'eau

Transmettre le flacon au bindbme
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Prélevement benthique (macroalgue)

Pour plus de représentabilité, le prélevement benthique est réalisé sur la macroalgue majoritaire dans le milieu. Il faut
donc repérer avant le prélévement cette macroalgue. Ce prélevement est réalisé sur substrat, par arrachement de la

macroalgue au-dessus de laquelle le prélevement planctonique a été effectué :

2 La microalgue se développe principalement entre 30 cm et 3 m, le prélévement benthique est réalisé a environ
50 cm sous la surface, profondeur a laquelle Ostreopsis cf. ovatsst la plus présente.

2 Le poids idéal de prélevement de la macroalgue est de 5 a 10 grammes.

2 Méthodologie :

A Plonger le flacon vide, ouvert, a I’'envers dans I'eau (il reste ainsi rempli d’air)
A Placer le flacon sur I'algue sélectionnée

A Simultanément, couper l'algue a la base avec les doigts et pencher le flacon sur le coté, ce qui a pour effet

de faire rentrer de 'eau et la macroalgue.
A Refermer le flacon sous I'eau

A Transmettre le flacon au bindbme

Surface

1 Le flacon englobe l'algue

Le flacon est penché a 90°
tandis que |'autre main arrache
l'algue ( —%—)

Vidéo de protocole de prélevement : https://www.youtube.com/watch?v=elL1S9VZfQ4

Une fois les deux prélevements effectués, ils sont ramenés en laboratoire pour étre analysés.
4


https://www.youtube.com/watch?v=eIL1S9VZfQ4
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lI- Préparation des prélevements pour le comptage de I'algue

Une fois le prélevement réalisé, il est amené au laboratoire pour étre préparé.

Pipette automatigque a lugol 4

Du lugol acide est ajouté dans tous les prélevements (planctonique et

benthique) afin de fixer Ostreopsis cf. ovata.

Lugol : 1% du volume total est ajouté soit environ 2,5 ml. Il sera possible

d’ ajouter du | ug eclparsaimacroalgué estdroppidp.i o0 n

Préparation du prélévement benthique

Plusieurs étapes doivent étre suivies pour préparer le prélévement

benthique avant comptage :

A Agiter fortement durant 10 secondes le prélévement contenant
la microalgue pour en décrocher les microalgues.

A Filtrer sur 500um.

A Refaire I'opération numéro 1 et 2 en récupérant les fragments
de macroalgue. (Les remettre dans le flacon de 250 ml, puis

refaire les étapes de rincage et filtrage).

A Mesurer le poids frais de macroalgue a 'aide d’une balance.

A Ajouter 100ml d’eau de mer a I'algue, agiter et filtrer a nouveau sur le tamis 500um.

A Mesurer le volume total exact. (Il sera d’environ 450ml =
250ml d’eau de mer du prélevement+ 2x100ml d’eau de mer
ajoutée)

A Filtrer la solution et la transférer dans une boite de Motoda
pour étre homogénéisée.

A Conserver 20 mL de solution pour le comptage d’Ostreopsis
cf. ovata.

A Ajouter a nouveau 1% de lugol (environ 4 gouttes) car les
macroalgues absorbent énormément le lugol.

A Les 20ml obtenus sont analysés sur des lames Sedgewick

Rafter.
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Préparation du prélevement planctonique

Pour préparer le préléevement planctonique au comptage, il faut suivre le protocole suivant :

2 Homogénéiser doucement le préléevement

2 Placer 50ml du prélevement planctonique dans une colonne de sédimentation

2 Laisser reposer 24h avant comptage

2 Une fois le délai de 24h dépassé, préparer les lames : le principe consiste a remplacer la colonne par une

lamelle, comme sur la vidéo suivante : https://www.youtube.com/watch?v=siO0TczTY8Y&feature=youtu.be



https://www.youtube.com/watch?v=siO0TczTY8Y&feature=youtu.be
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llI- Comptage d'Ostreopsis cf. ovata

Préambule

Ostreopsisfait partie du grand groupe des dinoflagellés. Ce sont des microorganismes marins existant sous de

nombreuses formes.

En regle générale, les dinoflagellés peuvent étre présentés sous la forme suivante :

, N lls sont composés d’une theque contenant de la cellulose et possedent deux flagelles dont les
“335 : ',"f
/;._ e dispositions varient. Le flagelle longitudinal se situe dans un sillon appelé sulcus, et le cingulum
P 2 A v "“.“!
\ Do e est quant a lui le sillon entourant le dinoflagellé tel une ceinture.

Sulcus

En vue microscopique, Ostreopsis une forme de goutte avec une extrémité pointue, elle peut étre plus ou moins «

tassée » et ressort le plus souvent sombre en présence de lugol :
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Ostreopsis cf. ovataune forme trés reconnaissable. Cependant, de nombreux microorganismes se retrouvent sur la
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lame et certains ne doivent pas étre confondus avec Ostreopsis cf. ovata :

Prorocentrum limast le principal organisme rencontré sur la lame et a ne pas confondre avec Ostreopsis cf. ovata.

Prorocentrum limae présente pas de pointe mais un léger renfoncement.

«— Prorocentrum

Ostreopsis ovata —»
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Le comptage planctonique

Aprés sédimentation, les lames sont préparées pour le comptage. Vidéo de la préparation disponible via le lien

suivant: https://www.youtube.com/watch?v=siO0TczTY8Y&feature=youtu.be

Le nombre de cellules dénombrées sur la lame vaut donc pour 50ml. Il est ensuite possible d’interpoler pour avoir un

nombre de cellule par litre.

Exemple si 5 cellules sont trouvées => 5 cellules/50ml = 10 cellules/100ml = 1000 cellules/L

La méthodologie IFREMER :

La méthode Ifremer consiste a placer 1ml de relevé planctonique dans une lame de Sedgewick Rafter. Les

cellules sont comptées et le résultat est multiplié par 1000 pour obtenir un nombre de cellules par litre.

Exemple si 10 cellules sont trouvées, le résultat sera de 10 000 cellules/I

Comptage benthique

Pour le relevé benthique, les Ostreopsis cf. ovataont comptés sur des lames de Sedgwewick Rafter avec la

méthodologie suivante :

2 Placer 1mL de solution sur une lame Sedgwewick Rafter (sans bulle d’air)
2 Effectuer un comptage linéaire

2 Avant chaque déplacement de la lame, le compteur choisit un repére fixe

Pipette 1ml

Lamelle

\
Champ de vision
au microscope
Source de [Iimage de base: http://www.e-
] Méthodologie de comptage mikroskopy.pl/komora-sedgewick-rafter-b
‘ 1 sur lame Sedgewick Rafter

)
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Une fois le comptage terminé, le nombred ’ Os t r e 0 p pati ggamnee fde poidd fraia de Halgue est obtenu avec
le calcul suivant :

Nombre d'Ostreopsis cf. ovata / gramme de poids frais de macroalgue

_ Nbr Oo dénombrées sur lame * Volume total (450 ml)

masse de la macroalgue (5310 g)

NB :Dans certains cas de blooms ou l'algue est trés présente sur la lame, il est possible de faire des dilutions
supplémentaires qui seront reportées ensuite dans le calcul final.

Il est également possible de dénombrer uniquement 4 « carrés » de la lame choisis aléatoirement.

Observations générales :

5dzN> yi f QSGUBOh afiSNEB ¥ 2J¥ &uli FesOrfadroal@ues| pedt étre trés élevé sans que la
O2yOSYiNYGA2Y RlIya I O2ft2yyS RQSlIdz yS a2A0 airday;
et peut méme atteindre plus de 1,5 million de cellules/gramme de macroalgue)

Dans ce cas, 1a dZNBSy dzZS RQdzy S@S5ySYSyild KE&RNBREyYylYAldsSzE S
RSO2tfSYSyd RS fF YAONRLFf3IdzZS RS a2y &adz ai @strdopssl ON
cf. ovata Les zones a proximité de ces remont&e® h & (sN:B @vatiiléviennent alors vulnérables et sont

exposées a la toxine produite pastreopsis
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