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RÉSUMÉ 

Le but du présent travail est d 'explorer la réponse du système photochimique de 
Chlore/la vulgaris par rapport à la tox.icité induite par différents xénobiotiques en 
utilisant la fluorescence chlorophyllienne comme indicateur des processus de 
transport d 'électrons au sein du PSU et PSI. L'activité photosynthétique est perturbée 
par la présence de différents contaminants comme des herbicides et ions métalliques, 
qui favorisent la génération des espèces réactives d 'oxygène. De cette manière, 
l' interprétation de ces paramètres se révèle cruciale pour l'évaluation des facteurs de 
pollution dans les écosystèmes. Dans le même aspect, l' accumulation des espèces 
réactives d ' oxygène a été investiguée à l' aide des mesures cyto-fluorimétriques, ainsi 
que l' évolution de la granulosité et de la taille. De cette façon , l'évaluation du 
comportement photosynthétique des algues unicellulaires, et en particulier Chlorella 
vulgaris (l 'une des algues les plus riches en Chlorophylle a connue), révèle la 
possibilité pour le développement de bio-indicateurs induits par la présence des 
xénobiotiques de différente nature dans les milieux aquatiques qu ' elle occupe. 

Mots clés :, Chlorella vulgaris, cytofluorimétrie, espèces réactives d ' oxygène (ERO), 
fluorescence Chi a, fluorescence verte, granulosité, xéno-biotiques. 



CHAPITRE! 

INTRODUCTION GÉNÉRALE ET OBJECTIFS 

Depuis les années 1970, la problématique de la pollution de l' environnement, causée 

par les activités humaines diverses, est devenue une priorité dans les travaux et les 

recherches scientifiques liés à la survei llance de l' environnement. La révolution 

technique de la deuxième moitié et la fin de XXe s iècle a apporté un grand nombre 

d' avantages et de bénéfices à l' humanité, mais en même temps, ce développement 

extraordinaire dans tous les domaines industriels, respectivement scientifiques, a été 

inévitablement accompagné à la naissance d'un danger potentiel sur l' écosphère 

concernent toutes les espèces biologiques sur la planète (Gérin et coll. , 2003). 

L ' accumulation des polluants utilisés autant que dans l' industrie, que lors des 

activités domestiques, a conduit à une détérioration considérable de la qualité des 

écosystèmes, des eaux maritimes et des forêts , et à une diminution générale de la 

productivité agricole (Chapelka et Samuelson, 1998). Des centaines de tonnes de 

différents produits chimiques de nature organique ou inorganique utilisés chaque 

année dans les industries lourdes et pharmaceutiques s ' accumulent comme déchets 

dans l' air, l' eau et le sol (Wahid, 2006). 

D 'un usage très répandu actuellement, le terme pollution recouvre une diversité 

d' actions qui d 'une façon ou d' une autre dégradent le milieu naturel. Cela inclut les 

rejets dans l' environnement de substances polluantes toxiques que l' homme disperse 

dans l' écosphère (Vincent, 2006). En revanche, cette terminologie paraît moins 

évidente lorsqu ' elle se rapporte à des substances peu dangereuses, voire inoffensives 

pour les êtres vivants, mais exerçant une influence perturbatrice sur les processus 

biologiques fondamentaux du seul fait de leur excess ive concentration. Un des 

exemples les plus connus est celui des phosphates, indispensables pour les 
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organismes autotrophes, mais qui , à fortes concentrations, peuvent induire 

l' eutrophisation. 

Les activités diverses humaines sont à l' origine des principaux types de pollution . On 

distingue quatre sources principales : les processus de production de l' énergie, les 

industries liées aux technologies chimiques et métallurgiques, les activités agricoles 

et la pollution domestique. Le déversement dans le milieu aquatique de substances ou 

d' effluents contaminés n' est pas la seule cause de pollution des eaux. En effet, l' eau 

de pluie permet aux polluants rejetés dans l' atmosphère de retomber sur les sols et 

lessive les zones polluées (Ait Ali, 2008). 

Les algues vertes unicellulaires autotrophes comme l' algue explorée dans l' étude 

présente (Chlore/la vulgaris) sont caractérisées par leur réponse rapide aux stress 

oxydatifs causés par différents facteurs comme la température, les herbicides, les 

métaux lourds, les nanoparticules, etc. (lian-Ming Lv a et coll., 201 0). Cette courte 

réponse de Chlore/la en particulier concernant l' appareil photochimique, responsable 

de la photosynthèse, et la fluorescence est due au fait que Chlorella est connue 

comme l'une des algues exceptionnellement riches en chlorophylle (Aigaebase, 

2004). De cette façon, avec son comportement en présence de polluants de nature 

diverse, cette algue se révèle un excellent bio-indicateur de la toxicité des milieux 

qu ' elle préoccupe. 

Les objectifs de ce travail présent sont : 

(1) D ' explorer la réponse du système photochimique de Chlorella vulgaris, en 

particulier la fluorescence chlorophyllienne comme bio-marquer susceptible 

aux changements dans les processus photochimiques au sein du PSU et PSI 

étroitement reliés à la photosynthèse et influencés par la présence de 

contaminants de différente nature comme les herbicides et ions métalliques. 
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(2) D ' estimer la génération des espèces réactives d ' oxygène et le 

déclenchement du système anti-oxydatif algal comme réponse du stress anti­

oxydatif cellulaire causé par différents xéno-biotiques. 

La mesure et l' analyse de la cinétique de la fluorescence permettent l' estimation de 

plusieurs paramètres, eux-mêmes renseignant sur l' efficacité des processus 

photochimiques et biochimiques de la photosynthèse. Donc, ces paramètres peuvent 

être uti tisés pour évaluer 1 ' état physiologique des plantes quand elles sont exposées 

aux xéno-biotiques (Gérin et coll. , 2003). De cette manière, l'interprétation de ces 

paramètres se révèle cruciale pour l' évaluation des facteurs de pollution dans les 

écosystèmes. Dans cette étude, la fluorescence chlorophyllienne a été utilisée pour 

étudier et interpréter les mécanismes de toxicité des xéno-biotiques sur 1 ' activité 

photosynthétique. Le changement des paramètres significatifs comme le rendement 

quantique photochimique (photochemical quenching) lors d'exposition aux herbicides 

(Atrazine et Méthyle viologène), aux métaux lourds (nitrate d'argent, sulfate de 

cuivre et bichromate de potassium) et aux antibiotiques (sulfaméthazine et 

gentamicine) a été évalué à titre de bio-marqueur sensible susceptible d 'une réponse 

relativement rapide et fiable aux perturbations physiologiques des cellules algales 

causées par des xéno-biotiques. Dans le même aspect, l' accumulation des espèces 

réactives d ' oxygène a été investiguée à l' aide des mesures spectrofluorimétriques, 

ainsi que l'évolution de la granulosité et la taille cellulaire dû au déclenchement de 

processus de changements physiologique manifestés par une perturbation de la 

viabilité cellulaire et probablement reliés à l' activation du système protéinique anti­

oxydatif ce liu laire. 



CHAPITRE TI 

LA PHOTOSYNTHÈSE ET LES PHOTOSYSTÈMES 

2.1 Introduction 

La photosynthèse a pour but de transformé l' énergie lumineuse provenant du soleil en 

énergie chimique sous forme de glucide. C ' est le processus de base des cellules 

végétales. Les organismes qui utilisent le mécanisme de photosynthèse sont 

autotrophes, car ils fabriquent des matières organiques à partir de matières 

inorganiques (Ait Ali , 2008). À l' échelle planétaire, ce sont les algues et le 

phytoplancton marin qui produisent le plus d ' oxygène, suivi des forêts. La 

photosynthèse est la principale voie de transformation du carbone minéral en carbone 

organique. Elle fournit quasiment la totalité de la matière organique et de l'énergie 

nécessaires à l' existence des écosystèmes de la planète (Gilbin, 2006). Les plantes 

terrestres, les algues ainsi que certaines bactéries se servent de la photosynthèse. 

2.2 Mécanisme de la photosynthèse 

Les végétaux sont autotrophes : ils synthétisent leur matière organique à partir de 

substances minérales qu ' ils puisent dans le sol ou dans le milieu aquatique (eau et sels 

minéraux). L'énergie nécessaire pour réaliser cette synthèse est apportée par le soleil. 

Elle est captée par les pigments assimilateurs (c_hlorophylles) situés dans les chloro­

plastes (Fig.2.1) des cellules végétales ou dans des régions spécialisées de la 

membrane cellulaire des cellules procaryotes (sans noyau) (Krause et Weis, 1991 ). 

La formule générale de la photosynthèse est : 

n(C02+H20) + hv(Énergie lumineuse)-+ (CH20) n + n02 
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Cette réaction globale est constituée de deux phases distinctes : la phase lumineuse 

concernant les réactions physicochimiques et la phase obscure qui contient les 

réactions biochimiques. Lors de la phase lumineuse, il se déroule les réactions 

photochimiques nécessaires à la formation de l' énergie chimique et du pouvoir 

réducteur cellulaire (ATP et NADPH) à partir de l' énergie lumineuse (Fig. 2.2). 

Durant la phase dite obscure, il se déroule les réactions biochimiques menant à la 

formation de glucides à partir du C02 fixé durant le cycle de Calvin . 

Le thylakoïde [du grec thylakos, sac, et oides, semblable] (on peut aussi écrire 

thylacoïde) est un ensemble de membranes présent chez les cyanobactéries et dans les 

chloroplastes où se déroule la phase photochimique (ou claire) de la photosynthèse. 

L'espace intérieur délimité par les membranes du thylakoïde s'appelle le lumen. 

L'espace extérieur est le cytoplasme chez les cyanobactéries, ou le stroma des 

chloroplastes chez les Eucaryotes photosynthétiques (www.wikipédia.org ). 

Les thylakoïdes sont constitués de vésicules aplaties et empilées formant des granas 

qui sont liés entre eux par des lamelles stomatiques. C'est dans les membranes des 

thylakoïdes que sont intégrés les cinq types de complexes protéiques impliqués dans 

la conversion de l' énergie lumineuse en énergie chimique via le transport des 

électrons. 
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Figure 2.1 Chloroplaste d'une cellule végétale eucaryote (coupe transversale) ; tiré de Wikipédia. 
(1) membrane externe, (2) espace intermembranaire, (3) membrane interne 
(1+2+3: enveloppe), (4) stroma (fluide aqueux), (5) lumen du thylakoïde, (6) 
membrane du thylakoïde, (7) granum (thylakoïdes accolés), (8) thylakoïde 
inter-granaire (lamelle), (9) grain d ' amidon, (10) ribosome, ( 11 ) ADN 
plastidial, ( 12) plastoglobule (gouttelette lipidique). 

Ces cinq complexes protéiques, considérés dans un plan fonctionnel sont : 

(1) Les antennes collectrices de lumière (LHCI et LHCII). 

(2) Les centres réactionnels, dont les chlorophylles spéciales P680 et P700 font 

partie. 

(3) Le réseau de transporteurs (cytochromes et plastocyanines - une protéine 

soluble, qui n' est pas fortement attaché au PSII). 

( 4) Le système enzymatique A TP synthétase. 

(5) Le complexe enzymatique du dégagement d ' oxygène (CDO qui fait partie 

de PSII). 

Les différents complexes protéiques de la membrane du thylakoïde sont organisés 

afin de permettre un fonctionnement efficace de l' appareil photosynthétique. En 

effet, les complexes pigments-protéines du PSII se situent principalement dans les 

régions granaires tandis que ceux du PSI, le complexe cytochrome b6f et de l' ATP 

synthétase se retrouvent majoritairement dans les régions non empilées ou inter 

granaires (Benjamin Ray, 2006). 
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Une représentation schématique sim plifiée impliquant les deux photosystèmes, ainsi 

que les phases claire et obscure (cycle de Calvin) du processus g lobal de la 

photosynthèse est présentée sur la figure suivante. 

LIGHT REACTIONS CALVIN CYCLE 

Chloroplast 

• 1 Sucrose (export) 1 

Figure 2.2 - Réaction photochimique (phase claire) et cycle de Calvin (phase 
obscure). Tiré de Fonctionnement de la photosynthèse par Benjamin Ray, 2006. 

2.3 L' absorption de la lumière 

L ' étape de l'absorption de la lumière est l' étape in it iale de la conversion de l' énergie 

lumineuse en énergie chimique. Cette étape est caractérisée par l' in tervention des 

différents pigments comme les chlorophylles a et b et les ~ - carotènes di sposés dans 

les membranes thylakoïdes. La structure schématique des ch lorophylles a et b et 

lutéine est présenté sur la figure 2 .3 suivante. 



chlorophyl le b 

xanlhoph~le: ex. lutéine 

1 
c..,? H 
1 

o'c:::-._ =, 
/ 0 0 :: llj 

ri sgC20 chlorophylle a H 

Figure 2.3- Complexe pigmentaire. Chlorophylle a, b et lutéine. 
Tiré de La photosynthèse de François Moreau, Roger Prat, 2009. 
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Lorsqu'un pigment photosynthétique absorbe un photon, il passe rapidement (10"15 s) 

de l' état stable à l ' état excité (exciton). Il existe plusieurs états d ' excitation : l' état 

singlet qui est de courte durée de vie et dont les rotations d ' électrons sont 

antiparallèles, puis l' état triplet avec une plus longue durée de vie et dont le sens des 

électrons est parallèle. Par la suite, plusieurs options s ' offrent à la molécule excitée 

afin de retrouver son niveau d ' énergie basal. L'énergie peut être réémise sous 

plusieurs formes : 

(1) L'émission d ' énergie sous forme de chaleur (1 o· 11 s). 

(2) L ' émission d ' énergie sous forme de fluorescence (1 o·9 s). 

(3) Le transfert d ' énergie à une molécule adjacente (résonnance). 

(4) La réaction photochimique primaire impliquant la perte d ' un électron et une 

séparation de charges (10-12 s). (Buchanan et coll., 2001). 

Il existe une interdépendance entre les différentes voies de dissipation de 1 ' énergie 

des pigments photosynthétiques. Selon la cinétique, le processus dominant sera le 

plus rapide. Donc, s ' il y a un accepteur d ' électrons disponible pour la photochimie, 

ce qui dépend des états d'oxydoréduction des transporteurs d ' électrons, ce mode de 

dissipation de 1 ' énergie sera favorisé. Il est à noter que seules les molécules de 



9 

chlorophylle se trouvant à l' état singlet participent aux réactions photochimiques 

puisque les molécules à l' état triplet prennent plus de temps pour revenir à l'état 

d ' énergie initial (Laval-Martin et Mazliak, 1995). Les molécules de chlorophylle à 

l' état triplet ont donc recours aux autres méthodes de dissipation énergétique. Le 

spectre d ' absorption des différents pigments est présenté sur la figure suivante. 

Chlorophyll b Phycoerythrin h . 
, P ycocyanrn 

t 

1 

c: 
0 
+-' a... 
\,._ 

0 
V'l 

J:) 

<( 

Chlorophyll a -......... 

Figure 2.4- Spectres d' absorption des pigments. Tiré de « www.whfreeman .com » 

2.4 Séparation des charges ; schéma en Z 

2.4.1 Séparation des charges positives et négatives 

La chlorophylle peut adopter divers états d 'excitation. En ordre d ' énergie croissante 

par rapport à l'état fondamental , ces niveaux sont: 

(1) Le premier état singlet excité. 

(2) L ' état triplet métastable. 

(3) Le second état singlet excité. 

(4) L ' état triplet excité. 
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C'est seulement à partir du premier état s inglet ou de l' état triplet métastable que le 

retour de l' électron à l' état fo ndamenta l peut fournir une énergie qui perm et les 

réactions de la photochimique (Horton et co ll. , 1994). Ces réactions ne sont possibles 

que s i la di fférence d ' énergie momentanément stabi li sée dure plus de 15.1 o-9 s. 

1 Réact:ion de séparation de charges 

photon (hv) 

Chi 

( Réa.cti.ons catal'ft/ées à la. Sl.Ô.te de la. réacti.on de séparation de charges J 

4ltv 

l 
4 Chi 

4D+4A 4D++4A-

+ 4 D + 2 H 20 4 D + 4 H+ + ~ 

4 H+ + 4 A- + 2 NAD p+ 2 (NADPH + H+) + 4A 

Bilan: 2 H 20 + 2 NAD P+ 

Figure 2.5 Réaction de séparation des charges. Adaptées de Physiologie végétale (1995) de Lava l­
Martin et Mazliak. 

La séparation des charges positi ve et négative entre D+ et A- est stabilisée pour une 

durée de 1 o- 10 s à 1 o-3 s F ig. 2.6a) . 

Si l'on considère la nomenclature précédente : 

On a pour PSII : 

Et pour PSI: 

D- Chi- A 

CDO- TyrZ - P680- Pheo- plastoquinone QA 

plastocyanine- P700- protéines [Fe -S] A et [Fe -S] B 
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(1) Le complexe de dégagement de l' oxygène (CDO) contient 4 ions manganèse qui 

perdent successivement 4 électrons qui sont cédés à P680 (figure ci-contre) . En 

conséquence, 4 charges positives s'accumulent. Tous les 4 photons, le CDO regagne 4 

électrons à partir de 2 molécules d'eau. Une molécule d'oxygène est dégagée ainsi que 

4 électrons qui compensent ceux perdus par P680. Le modèle ci nétique du complexe 

CDO représente le mode d'alimentation de PSII avec des électrons. Il est const itué 

de quatre ions manganèse qui perdent successivement 4 électrons qui sont cédés à 

P680 lui-même excité par quatre photons successifs. En conséq uence, on observe 

l'accumulation de quatre charges positives (Fig. 2.6). À tous les quatre photons 

perdus, le complexe CDO regagne quatre électrons à partir de deux molécules d ' eau. 

Cela est présenté sur ce que suie : 

4ltv 

4 Chi 
2 H20 --... ~ + 4 H+ + 4 Il-

ltv ltv ltv ltv 

P680 P680 P680 P680 
4 Mn3+ n [1 Mn4+. 3 Mn3+]~ [2 Mn4+. 2 Mn

3
+] n [3 Mn4+. 1 Mn3+] n 4 Mn4+ 

t- H+ a 
4 

H+ o. H+ e. 2H+ 

4e 

Figure 2.6 Mode d'alimentation de PS II avec des e·, par le complex CDO. Adaptées de 
Physiologie végétale ( 1995) de Laval-Martin et Mazliak. 

(2) La plastoquinone QA- Après excitation par un photon, la ch lorophyl le a transmet 

immédiatement cette excitation à une phéophytine a. À la différence de la Chi a qui 
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contient un ion magnésium, la phéophytine a contient 2 protons. La phéophytine 

cède un électron à l' accepteur primaire, la plastoquinone QA (fortement attachée à un 

polypeptide) selon le mécanisme décrit dans la réaction suivante : 

ltv 

P680 
Z - P6BO - ph12o - Q --~ Z - P680+ - ph12o- - Q --~ z+ - P6BO - ph12o - Q-

H,C*OH Semlquinone 

\ CH, 
"""- H 1 

H 3 C (CH 2-c-C-CHû.,_10 H 

o-

OH Pla..stoquinol 

H , C-....* CH, 
"""- \ H 1 . 

H 3 C (CH -z- C===C - C.H '2. )G-JoH 

OH 

Figure 2.7 Schéma de la structure de la Plastoquinone, Sémiquinone et Plastoquinol. Adaptées de 
Physiologie végétale(\995) de Laval-Martin et Mazliak. 

À son tour, QA cède ses électrons à un accepteur secondaire -la plastoquinone Q8 

(Fig.2 .7) attachée de façon réversible à PSU. 

(3) Le donneur primaire d 'électrons de PST est la plastocyanine, protéine de 11 kDa 

liée à la membrane et qui contient du cuivre. Elle reçoit les e- d 'un complexe 

cytochrome b/f lié à un quinol et qui contient un centre [Fe- S] . 

(4) L ' accepteur primaire d ' électrons de PSI représente un ensemble constitué d 'une 

chlorophylle réduite et d' un composé X. Ce premier accepteur est suivi du P43o, 

constitué de 2 protéines correspondant aux centres fer-soufre [Fe-S] (Laval-Martin et 

Mazliak, 1995). 
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2.4.2 Schéma en Z 

Le schéma en Z est une représentation schématique de la chaîne des transporteurs 

d' électrons associant les deux photosystèmes. 

- 1.0 

-0 

~ 

+ 0.5 

+ 1.0 

+ 1.5 

\ An • 
\ A, 
e F,_ 

~ ' ~ 
"\eo. ::::;•i "~ 

-..,. o idorcd uctase~ 
e e PQ"", 2 HŒI 
PO u 

Cytochrome /ifc<Jmplex Y Ph>locyanin 12NA,DPH I 

complon Z: • ---. P700 1 complexe générateur ~ ~ 

<foxygène H@ - "'-'\ photon 

~ / Gradient de prol<lns p 1 

~,J'- ~'"''~ ~~s,;':.l~-----.~ 
4 11(i) Gradient de protons \b) 

Figure 2.8- Schéma thermodynamique en « Z ». 
Tiré de Principes de biochimie, Horton et coll. , 1994. 

L ' échelle des ordonnées correspond au potentiel redox des protéines Ao et A1 ,; Fx, FA 

et F s sont des centres fer-soufre ; F d - ferrédoxine ; pH - phéophytine ; PQA et PQs ­

plastoquinones ; PSI et PSII sont les photosystèmes I et II ; P680 et P700 sont les les 

chlorophylles spécialisées faisant partie des centres réactionnels du PSII, 

respectivement du PSI. Le schéma en Z (Fig. 2.8) est une représentation de ces 

transferts d ' électrons, montrant en abscisse la succession des différents couples redox 

concernés (exemple : Oz/HzO, P6so1P6so+, NADP+/NADPH, etc.) et en ordonnée, la 

valeur du potentiel d ' oxydoréduction (E' 0). 



Tableau 2.1 -Potentiel d' oxydoréduction des différents couples 
redox engagés dans les processus photochimiques de PS Il et PS 1. Tiré de Roger Prat, 

Biologie et multimédia, 2012, de l'Université Pierre et Marie Curie. 

Couple redox E '0 (V)- Potentiel d ' oxydoréduction 

O/ H20 + 0,82 

+ 
p / P + 0,9 680 680 

p * / P 
680 680 -0,8 

Pheo (red/ox ) -0,6 

QA-Qs(red/ox) -0,2 

Po (red/ox) 0 

b6f (red/ox) -0,2 et + 0,2 

+ 
p / P +0,4 

700 700 

p * 1 p -1 ,3 
700 700 

A0 (red/ox) -1 ,0 

Fd (red/ox) -0,42 

+ 
NADP / NADPH -0,32 

14 
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2.5 Bilan énergétique de la photosynthèse 

Il faut six molécules de dioxyde de carbone et six molécules d ' eau pour synthétiser 

une molécule de glucose, relâchant six molécules de dioxygène, grâce à l'énergie 

lumineuse. 

6 C02 + 6 H20 +énergie lumineuse-+ (CH20) 6 (glucose)+ 6 0 2 

Mais ce bilan est en fait décomposé en deux étapes successives : 

(1) Les réactions photochimiques- photolyse de l'eau (phase claire): 

2H20 + lumière-+ 0 2 + 4H+ + 4e·. 

(2) Le cycle de Calvin (phase sombre): 

6 C02 + 4W + 4e- -+ 6 (CH20) + 6 H20. 

Si l'on considère ces deux réactions comme un couple redox capable d ' interagir, on 

peut écrire : 

4e 
E'o = + ----~ E' 0 = -0,42v 

Réaction photosynthétique de la photolyse de l' eau. Adaptée 
de Phys iologie végétale (1995), Laval-Martin et Mazliak. 

Chaque couple étant caractérisé par son potentiel standard d 'oxydoréduction (E'o), on 

constate que le transfert des électrons ne peut se faire spontanément que dans le sens 

des potentiels croissants. Cette réaction est rendue possible grâce à l'énergie de la 

lumière. (Buchanan et coll. 2000). 



2.5.1 La phase lumineuse de la photosynthèse: 
les deux types de réactions photochimiques 
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On considère les photophosphorylations cycliques et acycliques, toutes les deux 

photo-dépendantes. 

2.5 .1.1 La photophosphorylation cyclique 

C'est le trajet le plus simp le pour l' électron excité: 

• Il y a production d' A TP (Adénosine triphosphate : molécule hautement 

énergétique), mais pas d' 0 2 ni de NADPH (Nicotinamide adénosine di­

phosphate à pouvoir réducteur). 

• Les électrons excités quittent la ch lorophylle du centre réactionnel du PS 1, 

passent par une courte chaîne de transport d'électrons et retournent au centre 

réactionnel. 

• C'est une série d ' oxydoréductions (redox) qui transporte l' é lectron d 'une 

protéine à une autre. 

• Ceci se fait dans la membrane interne des thylakoïdes (Horton et coll. , 

1994). 



L 

Accepteur pnmaire 

e 

Figure 2.9 - Production d ' ATP, phosphorylation cyclique impliquant PST. 
D 'après Photosynthesis, 2007, d' Aurélien Carbonnière, Institut de recherche 

pour le développement,< http://www.com.univ-mrs. fr/IRD >. 
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L 'A TP est produite de façon indirecte par la force proton-motrice (création d 'un 

gradient électrochimique) due aux passages de protons de l'extérieur de la membrane 

du thylakoide vers l' intérieur. Le gradient de proton et la différence de pH instaurée 

au cours de ce transport non cyclique des électrons génèrent une force proton-motrice 

qui permet à l' ATP synthétase de catalyser la synthèse d ' ATP (Fig. 2.9). 

Ce processus chez les plantes, n' a lieu qu ' en présence d ' une source de lumière. C'est 

la raison pour laquelle, au cours de la photosynthèse, on l' appelle photophosphory­

lation . 

2.5.1.2 La photophosphorylation acyclique 

Cette réaction implique les deux photosystèmes (I et II) avec les centres réactionnels 

(P700 et P680). L ' énergie lumineuse provoque l' excitation et le départ d' un électron 
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d ' une molécule de chlorophylle du photosystème II. Pour compenser cette perte, ce 

dernier récupère un électron à partir de la photolyse de la molécule d ' eau: 

H20-+ 2 W + 1/2 0 2 + 2e- (photolyse de l' eau) 

Il y a production d ' 0 2, d' ATP (indirectement par la force proton-motrice) et le 

NADP+ est réduit en NADPH etH+. C'est donc l' eau qui est le donneur d ' électron et 

le NADP+ qui est l' accepteur final ; 1' 0 2 libéré dans l' atmosphère est utilisé dans la 

respiration cellulaire (Buchanan et coll. , 2000). 

Les produits énergétiques de la phosphorylation acyclique sont utilisés lors du cycle 

de Calvin. 

2.5.2 Phase obscure ; cycle de Calvin 

Le cycle de Calvin utilise l' énergie chimique qui a été produite lors de la phase 

lumineuse de la photosynthèse (Campbell, 1995). Dans les phases lumineuses, 

l' énergie solaire est convertie en énergie chimique qui est entreposée dans les 

molécules d' ATP (produites par la force proton motrice et l' ATP synthétase) et les 

molécules de NADPH. Le cycle ce Calvin se fait dans le stroma des chloroplastes et 

il comporte les étapes suivantes : 

(1) Chacun de trois C02 (3x 1 C) se fixe à une molécule de Ribulose 

DiPhosphate (RuDP) (3x5C). Cela forme trois molécules à 6C qui sont 

instables et se font scinder en 6 molécules a 3C, le PGA. 

(2) Les 6 molécules de PGA (6x 3C) se font réduire par 6 NAD PH et 6A TP 

pour produire 6 PGAL (6 x 3C). 
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(3) Une de ces .6 molécules de PGAL (Phosphoglycéraldéhyde) va vers la 

synthèse du glucide. Les cinq autres molécules de PGAL (Sx 3C) restent 

dans le cycle et se font convertir en trois molécules à cinq carbones (3x SC) 

qui se font réduire par 3 A TP pour donner le RuBP, lequel est le réactif 

initial du cycle (Campbell, 1995). 

S'i l n'y avait pas d' accepteur d' électrons (NADP+) pour la phosphorylation 

acyclique, la plante ferait la phosphorylation cyclique ; elle produira donc seu lement 

l' ATP. 

3 ATP 

JAOP ~ 

G3P 

Input 

3 (Entoring one 
co

2 
at a timo) 

CALVIN 
CYCLE 

.. 

Phaso 1: Carbon flxatlon 

6 P·~~~HP 
1.3·Bisphosphoglycora1 

G lucose and 

6 NAOPH 

.. 6 NAOP• 

.. 6 l':l 

PhaM2: 
Reduction 

Figure 2.10 - Schéma de la fixation du C02 lors du cycle 
de Calvin-Benson. Tiré de Biologie, Campbell , 1995. 



La réaction globale de l' incorporation d 'une molécule de C02 est la suivante: 

C02 + H20 + 3A TP + 2NADPH + H +-+ 
+ 

3ADP + (CH20) n + 3P + 2NADP + 0 2 

2.6 Les photosystèmes 
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Un photosystème est un ensemble formé par des protéines et des pigments (dont la 

chlorophylle) et il se trouve dans les membranes thylako'ldales des cyanobactéries et 

dans les chlorop lastes des ce llules végétales. Les photosystèmes interviennent dans 

les mécanismes de la photosynthèse en absorbant les photons de la lumière. 

Deux types de complexes protéines-pigments appelés respectivement photosystème 1 

(ou PSI) et photosystème II ou (PSII) représentent les unités fonctionnelles au sein 

desquelles se déroulent les réactions photo-induites de la photosynthèse (Buchanan et 

coll. , 2000). Les 2 photosystèmes sont enfouis sur toute l' épaisseur de la membrane 

thylakoïde, dans des régions différentes. Le PSI est situé dans les lamelles du stroma 

et est en contact avec le stroma du chloroplaste. Le PSII est situé dans les lamelles 

des granas. PSI et PSII sont en relation par l' intermédiaire de transporteurs 

d' électrons particuliers. 



Light 
(/... < 680 nm ) 

NADP ' NADPH 

Light 
(1. <700 nm ) 

Cytoch ro m e 
bf 

~ 

Figure 2.11 - Schéma simplifié de PS TI et PSI. Tiré de Roger Prat, 
Biologie et multimédia, 2012, de l'Université Pierre et Marie Curie. 
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Chaque photosystème comporte un lit de pigments (60 à 2 000 molécules selon 

l' organisme) appelé complexe d ' antenne. Chaque photosystème contient un second 

complex e d 'antenne volumineux qui sert de collecteur de lumière: le complexe photo 

collecteur couplé aux chlorophylles a/b ou complexe CPC, ou complexe d'antenne 

secondaire mobile (Campbell, 1995). 

Le coeur du processus photochimique au sein de chaque photosystème est un 

complexe protéique appelé centre réactionnel qui contient 2 molécules de 

chlorophylle a, formant la paire spéciale. Ces 2 molécules de chlorophylle a se 

distinguent des autres molécules de chlorophylle, car elles sont le foyer vers lequel 

converge l' énergie d 'un photon captée par le complexe antennaire. Le centre 

réactionnel d 'un photosystème est désigné d' après la longueur d ' onde du pic 

d' absorption de sa paire spéciale : 

(1) Le centre réactionnel de PSI est appelé P700. 

(2) Le centre réactionnel de PSU est appelé P680. 
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Les donneurs d ' électrons sont respectivement la plastocyanine (PC) et le complexeZ 

(CDO-complexe du dégagement de l'oxygène) à 4 ions manganèse (Moreau et Prat, 

20 12). Les 2 photosystèmes fonctionnent en série : comme ils se situent dans des 

régions différentes de la membrane thylakoïde, ils sont en relation par l'intermédiaire 

de transporteurs d ' électrons particuliers. 

La membrane thylakoïde contient d ' autres composants actifs de la photosynthèse. Le 

complexe qui produit l' oxygène (CDO) est associé à PSU sur la face luminale de la 

membrane thylakoïde, le complexe des cytochromes b6f ; il est réparti dans les 

lamelles du stroma et les lamelles des granas, et l' A TP synthétase chloroplastique: 

uniquement dans les lamelles du stroma (Campbell , 1995). 

2.6 .1 Structure et fonctionnement du PSII 

Figure 2 .1 2 - Structure schématique de PS II. Tiré de Roger Prat, 
Biologie et multimédia, 2012 de l'Université Pierre et Marie Curie. 

Sur la figure 2.12 ci-contre est donnée la représentation schématique du photosystème 

II dans la membrane du thylakoïde: 

• CAB : protéines de l' antenne périphérique (ou majeure) ; Car: carotène ; 

Chi a: chlorophylle a; Chi b: chlorophylle b ; CP: protéines de l' antenne 

proximale ; D1-D2 : sous-unités du centre réactionnel ; LHCJI: Light 
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Harvesting Complex II (antenne majeure) ; COE (En): Oxygen Evolving 

Complex ou CDO (Complexe du dégagement d ' oxygène) ; P680: dimère de 

chlorophylle a (molécule piège du centre réactionnel) ; Pheo : phéophytine ; 

QA-QB: plastoquinones ; TYRz :tyrosine. 

Dans l' antenne, il y a transfert d' énergie lumineuse (par résonnance) jusqu ' au centre 

réactionnel vers la molécule de chlorophylle a (molécule piège) P6so : 

(1) Le transfert d' énergie entre complexes pigmentaires se fait dans le sens des 

longueurs d ' onde croissantes, donc d' énergie décroissante. 

(2) En pratique, une excitation des chloroplastes par une radiation 

monochromatique à 680 nm revient à exciter quasiment exclusivement le 

PSII. Dans le centre réactionnel : 

• Il y a excitation du P680 qui se désactive par voie photochimique 

en cédant un électron à la phéophytine. Il y a séparation des 

charges (P6so+ - pheo} 

• L ' électron cédé à la phéophytine est ensuite transféré via le centre 

Fe-S jusqu ' aux quinones QA et Q8 qui stockent les électrons reçus 

un par un et les transfèrent par deux sur l' accepteur suivant présent 

dans la membrane à l' extérieur du PSII: la plastoquinone (cf réac­

tion de transfert d ' électrons). La chlorophylle (P680+) récupère 

alors un électron provenant de l'oxydation de l' eau (le complexe 

COE). 

Fonctionnement simplifié du PSII 

La chlorophylle du centre réactionnel (P680) est excitée par un photon (P680*). Elle 

donne un électron à un accepteur d ' électrons (Qox) qui devient réduit (Qred) et qui 

transmettra ces électrons le long d'une chaîne de transporteurs jusqu ' à un accepteur 
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final (Moreau et Prat, 20 12). Il manque alors un électron à la chlorophylle (P680 ) ; 

celle-c i est régénérée (P680) en recevant un é lectron d ' un donneur d 'électron (H2û) 

q ui devient oxydé (02). Sur les figures plus basses sont présenté les schémas 

simplifiés de la structure et le mode de fonctionnement de PS II. 

hv 

1 P6 8 0 - Ph e o 1--1 ------'-•----~L_.__>~<-,.------' absorp tion 

P680+- Pheo-

/ 

~ ~ 
H20 02 Qox Qred 

oxyda ti on de l'eau transfert des électrons 

Figure 2.13- Schéma simplifié de fonctionnement de PS II. Tiré de Roger Prat, 
Biologie et multimédia, 20 12, de 1 'Unjversité Pierre et Marie Curie. 

PQ / PQH2 

Figure 2.13 - Fonctionnement du PSII en place dans la membrane du thylakoïde. Tiré 
de Roger Prat, Biologie et multimédia, 2012, de l'Université Pierre et Marie Curie. 
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Dl-D2 : sous-unités du centre réactionnel ; OEC : Oxygen Evolving Complex, P680: 

dimère de la chlorophylle a (molécule piège du centre réactionnel) ; Pheo : 

phéophytine ; PQ/PQH2 : plastoquinones, QA-Q8 : plastoquinones ; Tyr: tyrosine. 

2.6.2 Structure et fonctionnement du PSI 

Sur la figure suivante est présentée la structure de PS 1: 

Figure 2. 14- Structure de PSI. Tiré de Roger Prat, Biologie 
et multimédia, 2012, de l'Université Pierre et Marie Curie. 

Le PSI est constitué d ' une antenne collectrice de lumière (LHCI, pour Light 

harvesting complex I) et d 'un centre réactionnel. L ' antenne renferme des molécules 

de chlorophylles a, de chlorophylles b et des caroténoïdes. Le centre réactionnel 

contient un dimère de chlorophylles a piège (P700), une molécule (A) spécialisée 

dans la capture de 1 'électron du P700 ainsi que différents centres fer-soufre qui jouent 

le rôle de transporteurs d' électrons jusqu 'à l' accepteur final du PSI constitué par la 

ferrédoxine (Fd). Après absorption de photons par l' antenne, le transfert de l' énergie 

et l' excitation de la molécule de P700, le P700 se désactive par voie photochimique 

en cédant un électron à la molécule A située dans son environnement immédiat. La 

molécule de P700 oxydée est alors régénérée grâce à la plastocyanine réduite, qui 
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constitue le donneur primaire du PSI (Moreau et Prat, 20 12). Ce processus peut être 

schématisé comme suit : 

hv 
P700- A + 

absorption 

transfert des 
électrons / 

e· 
~ 

~PC red PC ox 

transfert des 
électrons 

Figure 2.15 - La séparation de charges au niveau du centre réactionnel du PSI. Tiré 
de Roger Prat, Biologie et multimédia, 20 12, de l'Université Pierre et Marie Curie. 

Le donneur d 'électrons est la plastocyanine. L ' accepteur primaire d 'électrons du 

photosystème est la ferrédoxine qui transmet les électrons, via la ferrédoxine 

réductase (Fdred) au NADP+ (nicotinamide adénine di-nu-cléotide phosphate­

oxidase). 

La plastocyanine (donneur d' électrons du PST) est un transporteur mobi le qui reçoit 

ses électrons du complexe cytochrome b6f. Il faut noter que le complexe b6f reçoit 

lui-même les électrons soit du PSil (transport acyclique d 'électrons) soit du PSI lui­

même (transport cyclique d ' électrons) (Campbell , 1995). 



CHAPITRE III 

LA FLUORESCENCE Clll-OROPHYLLIENNE 

3.1 Introduction 

La lumière absorbée par l'appareil photosynthétique n'est pas totalement transformée 

en énergie chimique. Une partie est perdue sous forme de chaleur et de fluorescence. 

À température ambiante, l'émission de fluorescence chlorophyllienne provient 

essentiellement de l' antenne collectrice du photosystème II (PSII) ; on montre, dans 

la plupart des situations, que l' émission de la fluorescence par le photosystème I (PSI) 

est faible comparativement au PSII et ne représente au plus que 10 à 20% de 

l' émission totale. De plus, l' émission de fluorescence venant du PSII est variable 

tandis que celle qui vient du PSI ne l' est pas (Strasser et Govindje, 1991). 

Courbes de fluorescence (cinétique rapide) 
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Figure 3.1 - Fluorescence d'une plante saine et d' une plante stressée. J'irée de fluorimetrie.com­
SADEF 
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Ce sont les électrons des doubles liaisons conjuguées (électrons délocalisés) du noyau 

tétra-pyrrolique qui sont excités par la lumière. À l' obscurité, les électrons sont dans 

un état non excité (dit fondamental). Ils sont associés par paires, à l' état singulet 

(spins antiparallè les) et sur une orbitale de faible énergie. Il existe 2 états excités 

principaux de la molécule de chlorophylle, correspondant à des transitions 

électron iques provoquées par 1 ' absorption d' un photon qui fait passer un électron de 

l'état fondamental soit à l' état excité supérieur (Sa) , soit à l' état inférieur (Sb) selon 

l' énergie du photon (Prat, 2012) . 

o Sa correspond à l' absorption de photons « bleus ». 

o Sb correspond à 1 ' absorption de photons « rouges ». 

exc1tat1on 

A 

fluorescence résonnance photochimie 

B D 

8 , cou 0 

FL_,_ ____ r-----~ 
Chi 

photon photon t 
bl eu rou e 

Figure 3.2 - Schéma simplifié de 1' excitation (états Sa et Sb) et du retour à 1' état fondamental 
(F) d' une molécule de chlorophylle par fluorescence, résonnance ou photochimie. Tiré 

de Roger Prat, Biologie et multimédia (20 12) de l'Université Pierre et Marie Curie. 



3.2 La cinétique de la fluorescence chlorophyllienne 

0.01 0.1 1 10 100 

Figw-e 3.3- États d 'oxydo-réduction du PSillors de l' émis­
sion de la fluorescence ch lorophyllienne mesw-ée pow- des 
chloroplastes isolés. Tiré de Strasser et Govindjee, 1991. 
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La variation de l'émission de fluorescence passe par un maximum Fp (p pour pic). 

Les suspensions de ch loroplastes sont éclairées au temps 0 par de la lumière bleue et 

l'émission de la fluorescence chlorophyllienne est mesurée vers 680 nm . L'émission 

de fluorescence qui se produit dès les premières microsecondes d 'éclairage est 

appelée Fo (F zéro) (Krause et Weis, 1984). Le niveau Fo est la fluorescence 

mesurée lorsque tous les centres réactionnels sont ouverts. Fo représente l'émission 

par les Chi a des antennes collectrices avant que l' excitation n'ait atteint les centres 

réactionnels. 
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(1) Fo dépend de la densité de l' excitation dans les pigments du PSil 

(concentration de chlorophylles et éclairement absorbé) ; il dépend donc 

aussi de la distribution de 1 ' énergie absorbée entre le PSI et le PSII. 

(2) Fo est sensible à tous les facteurs qui peuvent affecter la structure des 

antennes et modifier ainsi la distance entre les molécules de chlorophylle 

assurant le transfert de 1 ' excitation. 

(3) Fp, la montée de l' émission de fluorescence, reflète la réduction de QA 

(fermeture de centres PSII entraînant l'augmentation de l'émission de 

fluorescence) . La baisse après le niveau Fp est due à la mise en route de la 

chaîne de transfert vers le PSI et à la mise en route de 1 ' assimilation de 

dioxyde de carbone. Ces deux processus utilisent des électrons et par 

conséquent causent l' oxydation de QA (ré-ouverture des centres PSII). Elle 

peut être due aussi à l' augmentation de la proportion d ' énergie d ' excitation 

perdue par émission de chaleur (voir quenching non photochimique, plus 

bas). 

(4) Fs reflète un état d ' équilibre entre l ' excitation des centres et leurs voies de 

désactivation qui incluent la fixation photosynthétique de co2 et de 0 2, la 

réaction de Mehler, la réduction du nitrate. 

La fermeture des centres réactionnels où QA est réduite, entraîne une augmentation de 

l' émission de la fluorescence chlorophyllienne dans les antennes collectrices (Strasser 

et Govindjee, 1991). 

L ' excitation provoquée par les photons dans les antennes est transmise avec une 

grande efficacité de chlorophylles en chlorophylles, par résonance, jusqu ' au centre 

réactionnel. On estime que le transfert de l' excitation d ' une molécule de chlorophylle 

excitée à une autre molécule de chlorophylle se fait en 10-11 s. L ' excitation qui n ' est 

pas transmise est émise sous forme de chaleur et de fluorescence. Ces deux processus 

sont plus lents et réalisés en 10-9 s envLron (Foske et coll. , 2000). La probabilité d ' un 
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transfert de l' excitation est donc beaucoup plus grande que celle d ' une dissipation 

sous forme de chaleur ou de fluorescence. Le transfert de l' excitation est favorisé par 

la proximité (la concentration) des chlorophylles dans les antennes (Cornic et 

Massacci, 1 996) . L' émission de fluorescence témoigne de pertes d' énergie lors du 

transfert de 1 'excitation vers les centres réactionnels. 

3.3 Rendement de l' émission de la fluorescence chlorophyllienne; le quenching 
photochimique 

L' émission de fluorescence par le PSII, F, est proportionnelle à l' énergie lumineuse 

qu ' il absorbe, 1. On peut écrire : 

F=al(l) 

La mesure de l' émission de fluorescence par les feuilles est donc un paramètre 

difficile à utiliser lorsque l' on s' intéresse à la réponse des plantes à l' environnement 

naturel. En effet l' éclairement varie énormément, provoquant de grandes variations de 

F qui peuvent rendre difficile l'interprétation de l' information portée par l' émission 

de fluorescence. 

Si l ' on considère l ' émission de fluorescence lorsque tous les centres réactionnels du 

PSII sont ouverts, l' on a: 

Fo =al (2) 

où: 

Fo/I = <j) Fo= = kf/(kf+kd+kp) (3), 

c ' est-à-dire le rendement, l' émission de la fluorescence Fo <j) Fo, et où kf, kd et kp sont 

respectivement les constantes de vitesse pour l' émission de fluorescence, la dissipa-



32 

tion thermique et la photochimie. kf/(kf+kd+kp) représente d~nc la probabilité pour 

qu ' un photon absorbé par la chlorophylle a soit réémis sous forme de fluorescence. 

On considère le rendement de la fluorescence pour normaliser l' émission mesurée 

(gommer l'effet des variations de l' éclairement) : 

• Lorsque tous les centres réactionnels de PSII sont fermés (pendant une 

augmentation brutale et transitoire de 1' éclairement, ou en présence de 

DCMU), on a: 

Fm/I = <p = kf/(kf + kd) ( 4). Fm 

La constante de vitesse kp n'apparaît pas dans ce cas, parce qu ' en présence de 

DCMU, il n ' y a plus de possibilité de désactivation via la photochimie. 

( 4) Estimation du rendement quantique de la photochimie des centres réactionnels du 

PSU ouverts à partir des données de fluorescence. On montre (en remplaçant <p Fm et 

<pF par leur valeur donnée ci -dessus) que le rapport (<p - <p )/ <p (qui est égal à ·o Fm Fo Fm 

<j)Fv 1 <pFm' où <p Fm= <p Fm - <pFo' et qui est communément appelé le rapport Fv/Fm), peut 

s ' écrire: (<p F - <p F )/ <pF = kp/(kp + kd + kt). 
· rn o rn 

On voit qu'il correspond au rendement quantique de la photochimie du PSII (écrit 

<l>rs11): c ' est la probabilité pour qu ' une excitation induite par un photon se désactive 

via la photochimie (Roger Prat, 2012). 

Chez des plantes bien adaptées à l' obscurité (DAS)' (dont tous les centres sont 

ouverts), lorsque l' on utilise les appareils couramment vendus dans le commerce, la 

valeur de <Drsu est évalué entre 0,8 et 0,834 (Bjorkman et Demmings, 1987). À 

l' obscurité, Fv/Fm représente le rendement quantique maximum de la photochimie du 

PSII. 



CHAPITRE IV 

STRESS OXYDA TIF ET SOURCES D 'ESPÈCES 
RÉACTIVES D' OXYGÈNE CHEZ LES ALGUES 

4.1 Introduction 
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Parmi les organismes aquatiques, les algues unicellulaires sont fréquemment trouvées 

dans un environnement d ' eau douce et sont d 'une importance vitale dans la 

production primaire. En raison de leur structure unicellulaire et leur bref temps de 

génération, les micro-algues répondent rapidement aux changements de 

l'environnement et sont considérées comme des indicateurs très sensibles des divers 

produits toxiques naturels. La réponse de micro-algues à un produit toxique est 

généralement mesurée à l' aide de paramètres cellulaires physiologiques comme la 

chlorophylle, la fluorescence et la biomasse (Charpie et Blanchot, 2008). 

Un certain nombre de différentes espèces réactives d ' oxygène (ERO), y compris 

l' anion superoxyde (02··), peroxyde d ' hydrogène (H20 2), d oxygène singlet (10 2-

chaîne) et le radical hydroxyle (OH), se produisent transitoirement dans les 

organismes aérobies. Ces espèces sont normalement des sous-produits de 

métabolisme oxydatif et constituent une menace constante pour tous les organismes 

aérobies (Marshall , J.A et coll. , 2010). Bien que certains d ' entre eux peuvent 

fonctionner en tant que signalisation importante des molécules plutôt que modifier 

l' expression des gènes et moduler l' activité spécifique de défense de la protéine, 

toutes les ERO à fortes concentrations peuvent être extrêmement préjudiciables aux 

organismes (Vranovà, 2002) . 
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Les ERO peuvent oxyder les protéines, lipides et acides nucléiques, menant souvent à 

un dysfonctionnement des organites, à des modifications de la structure ce llulaire et à 

la mutagenèse. Les espèces réactives d ' oxygène sont constituées d ' un radical libre 

que contient un électron libre capable d ' existence indépendante. La production 

d ' espèces réactives d ' oxygène est largement répandue dans les organismes vivants. 

Les plantes produisent souvent des ERO comme un super oxyde résultant de la 

photosynthèse à travers le cycle du NADPH- réaction de Mehler (Amane et coll. , 

2002) 

Le changement d ' états d ' oxydation de l' oxygène se produit selon deux mécanismes : 

premièrement par l' absorption d ' énergie menant à l' état singlet en changeant le spin 

d ' un électron libre, et deuxièmement lors de la réduction monovalente menant à la 

formation d ' une molécule d ' eau. En effet, en raison du flux intense d ' électron dans 

l' oxygène et un micro-environnement d ' ion métallique élevé, les mitochondries et les 

chloroplastes d ' organismes photosynthétiques sont les compartiments des cellules ex­

trêmement susceptibles à la blessure oxydative (Halliwell et Gutteridge, 1999). En 

même temps, les plantes et les algues possèdent de très efficaces enzymatiques et non 

enzymatiques antioxydants systèmes de défense qui permettent le balayage des ERO 

et la protection des cellules végétales contre des dommages oxydatifs. Les propriétés 

biochimiques et la localisation d ' altérations distinctes des enzymes antioxydants, leur 

indicibilité différentielle au niveau enzymatique et génétique, rendent le système 

antioxydant une unité très versatile et souple qui peut contrôler l' accumulation des 

ERO. La figure ci-dessous présente schématiquement les étapes de la réduction de 

l' oxygène: 
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Figure 4.1 - Inter conversion des espèces réactives d' oxygène (ERO) provenant d'0 2. Tiré d'Eva 
Vranova, 2002. 

L ' oxygène (Oz) peut être activé par un excès d ' énergie et en inversant le spin de l'un 

des électrons non couplés pour former l' oxygène singlet ( 10 z). Alternativement, un 

réduction des électrons entraîne la formation de super-oxyde radical (Oz.-). Oz - existe 

en équilibre avec son conjugué acide, hydro per radicale (HzOz ). Au départ, la 

réaction en chaîne aura besoin d'entrer de l'énergie, tandis que les mesures sont exo­

thermiques et peuvent se produire spontanément, catalysées ou non. L ' acceptation 

d'énergie excédentaire par Oz peut conduire à la formation d ' oxygène singulier (10 z), 

une molécule très réactive. 10 z peut demeurer sous cette forme pour près de 41J.S dans 

1 'eau et 100 IJ.S dans un environnement non polaire (Foyer et Harbinson, 1994). Il est 

susceptible de transférer son excitation à d ' autres molécules biologiques ou de réagir 

avec elles en formant des endo-peroxydes ou hydra-peroxydes (Vranova et coll., 

2002). 

Les réductions postsecondaires peuvent former du peroxyde d ' hydrogène (H20 z), un 

radical hydroxyle (OH) et de l'eau (HzO). Les ions métalliques, qui sont surtout 

présents dans les cellules sous la forme oxydée (Fe3+), sont réduits à la présence de 

0 2
- et, par conséquent, peuvent catalyser la conversion de H20 z à OH par la réaction 

Haber-Weiss. Dans les algues unicellulaires, la plupart des compartiments ont le 
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potentiel de devenir une source d'ERO. Des facteurs de stress environnemental, 

comme, la sécheresse, l' ozone et les haute ou basse températures, empêchent la 

régénération de NADP+, limitent la fixation de C02 (par le cycle de Calvin) et par 

conséquent, la chaîne photosynthétique de transport d ' électrons est réduite ou saturée. 

0 2·- est un ERO d ' activité modérée, de courte durée d ' environ 2-4 ~s. En effet, 1' 0 2·­

super-oxyde ne peut pas traverser les membranes cellulaires et il est facilement dis­

muté en H20 2. Alternativement, 0 2·- réduit les quinones et les complexes de métaux à 

transition de Fe3+ et Cu2+, affectant ainsi l' activité des enzymes métal-contenant. Les 

radicaux hydro-péroxyles OH2· qui sont formés à partir de 0 2- par protonation en 

solution aqueuse peuvent traverser les membranes biologiques et soustraire 1 ' hydro­

gène, des atomes d ' acides gras polyinsaturés et lipides hydra-peroxydes, engageant 

ainsi l' auto-oxydation lipidique (Halliwell et Gutteridge, 1999). H20 2 est modé­

rément réactif et a une vie relativement longue (demi-vie de 1 ms). Sa molécule 

pourrait diffuser à certaines distances de son site de production. H20 2 peut inactiver 

les enzymes par oxydation de leurs groupes thiols. Par exemple, les enzymes du 

cycle de Calvin, comme la cuivre-zinc dismutase, super-oxyde dismutase et fer sont 

inactivés par H20 2 (Barosa et coll. , 2005). Ces ERO comprennent un superoxyde 

radical (le peroxyde d ' hydrogène) et un radical (hydroxyle) qui sont produits comme 

les produits au cours du transfert membranaire d'électrons, ainsi que par un certain 

nombre de voies métaboliques. Le stress oxydatif incite de nombreux types d 'effets 

négatifs comme la peroxydation membranaire, la perte des ions, le clivage des 

protéines et la mutagenèse de l'ADN (Liu et Pang, 201 0). Sur la figure suivante est 

présenté le mécanisme d ' endommagement de l'ADN: 
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Figure 4.2 Dommages de l'ADN causé par stress oxydatif: 02•- oxyde les centres [4Fe-4S] des 

déshydratases, relâchant du fer libre dans le cytosol. Ce fer libre catalyse la réaction de Fenton, 

générant le radical hydroxyle qui attaque l'ADN. D' après Florance Bonnot, 2010 

Le plus réactif de toutes les ERO est le radical hydroxyle formé à partir de H20 2 par 

la soi-disant réaction Haber-Weiss ou Fenton en utilisant le métal catalyseur 

(Hall iwell et Gutteridge, 1989). OH peut potentiellement réagir avec toutes les 

molécules biologiques, et parce que les cellules n'ont aucun mécanisme enzymatique 

pour éliminer ces très réactives ERO, sa production excédentaire conduit finalement à 

la mort des cellules. 
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4.2 Sources d'ERO chez les algues et principaux sites de formation 

La plupart des compartiments cellulaires ont le potentiel de devenir une source 

d'ERO. Des facteurs de stress environnemental limitent la fixation de C02, comme la 

sécheresse, le sel, l'ozone et les hautes ou basses températures, les herbicides et les 

nanoparticules réduisent la NADP (régénération par le cycle de Calvin). Par 

conséquent, la chaîne photosynthétique du transport d' électrons devient surréduite, 

formant du superoxyde radical et de l' oxygène singlet (10 2) dans des chloroplastes 

(Krause, 1994). Pour éviter la sur-réduction à travers la chaîne de transport 

d 'électrons dans des conditions qui limitent la fixation du C02, les algues se serrent 

de la voie photo-respiratoire à régénérer NADP+ (Halliwell et Gutteridge, 1999). En 

tant que partie intégrante de la voie photo-respiratoire, H20 2 est formé dans les 

péroxisomes, où ils peuvent également être produits au cours du catabolisme des 

lipides en tant que sous-produit de ~-oxydation d'acides gras (Somerville et coll. , 

2000). 

Lorsque la croissance et les processus exigeant de 1 'énergie dans les microorganismes 

photosynthétiques sont réduits ou cessent en conséquence du stress, la chaîne de 

transpo1i d ' électrons dans les mitochondries peut devenir surréduite, favorisant la 

génération de 0 2 ·. La production d'ERO a lieu autant lors de la phase lumineuse que 

lors de la phase obscure. Lors de la phase lumineuse, il y a généralement trois sites 

de formation d 'ERO. 

· La chlorophylle des photosystèmes à l' état excité peut transférer son énergie à une 

molécule à proximité, en l'occurrence l' oxygène, qui passera de l' état triplet eo2) à 

l' état singlet (10 2). 

Il est également possible lors du transfert d 'électrons du CDO vers le PSI!, d 'y avoir 

transfert d 'électron à une molécule d'oxygène déjà formée. Lorsque le ratio 
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NADP+/NADPH est faible, l'électron issu du transport d'électrons pourrait être 

transféré de la ferrédoxine à l' oxygène, formant ainsi l'anion super-oxyde ( 10 2-) selon 

la réaction de Mehler. Cela est le site principal de formation d 'ERO au sein du 

ch lorop !aste. 

Une autre source d'ERO dans les algues ayant reçu relativement peu d'attention est la 

réaction de désintoxication catalysée par le complexe cytochrome P450, en particulier 

dans le cytoplasme et le réticulum endoplasmique. Au cours de ces réactions, les 

électrons fuient 1 'oxygène et la décomposition des intermédiaires oxygénés du 

cytochrome P450 peut former 0 2 - (Halliwell et Gutteridge, 1999). En raison du 

transport d 'électrons au niveau des thylakoïdes et de la membrane interne des 

mitochondries, des concentrations élevées d ' oxygène et d ' ions métalliques, ces 

· microenvironnements, sont plus susceptibles de générer de hautes concentrations 

d ' ERO. Ce potentiel à haut risque de production d 'ERO pourrait également être lié au 

dysfonctionnement des enzymes et photosystèmes jouant un rôle au sein du transport 

d'électrons. 

4.3 Réponse du système antioxydatif al gal ; 
les protéines de stress et les antioxydants 

Afin de contrer les effets des ERO, les organismes aérobies possèdent un système de 

défense qui permet de garder le stress oxydatif à un niveau inférieur. Ce système de 

défense utilise à la fois des enzymes et des molécules aux propriétés anti -oxydantes. 

4.3.1 Les protéines de stress 

Le stress est impliqué dans toutes les relations entre la cellule et le milieu qui 

l' entoure. Il existe dans la cellule un système de protection constitué de protéines 

dites de stress ou de choc thermique. Les protéines de stress sont communément 

assimilées aux protéines de choc thermique. Trois grandes familles de protéines de 
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choc thermique ont été décrites selon leurs tailles : 27 kDa, 70 kDa et 90 kDa. Ces 

protéines sont exprimées à la suite de toute situation qui compromet la survie 

cellulaire. Parmi ces situations se trouvent d 'abord l'augmentation de température, 

l'exposition à des métaux lourds ou à d 'autres agents chimiques comme l'ozone, le 

manque de glucose et les contaminants en général. La localisation des différentes 

protéines d ' après Kiang et Tsokos est donnée sur le tableau plus bas . Leur rôle 

consiste alors à protéger 1 ' ensemble vital des protéines cellulaires. 

Tableau 4.1- Nomenclature et localisations intracellulaires des différentes 
protéines de stress chez les eucaryotes (d 'après Kiang et Tsokos, 1998). 

HSP LOCALISATION INTRACELLULAIRE 

HSP 110 Cytosollnoyau 
HSP90 Cytosol/noyau 
HSP73 Cytosol/noyau 
HSP72 Cytosollnoyau 
grp 75 Mitochondrie/chloroplaste 

HSP60 Mitochondrie/chloroplaste 
HSP47 Réticulum endoplasmique 

HSP 20 ( 27) Cytosol/noyau 
HSP 10 Mitochondrie/chloroplaste 

Ubiquitine Cytosollnoyau 

4.3.2 Les antioxydants 

Les antioxydants sont regroupés en deux différents types généraux- enzymatiques et 

non enzymatiques. Aussi ils peuvent être également carractérisés selon leur mode 

d 'action et leur effet protecteur. Sur la figure 4.2 plus bas est montré leur répartition 

par rapport à son type et mode d 'action . 
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Figure 4.3- Effet protecteur des différents antioxydants, 
comparaison des antioxydants essentiels : ] .Enzymatiques (SOD, 
Cat, etc.) 2. Non-enzymatiques- ceux du mode d' action « electron 

trapping ». Tiré de P. Jenner et Ann Neurol, 2003 
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En ce qui suit on va considérer plus en détai ls certains des principaux antioxydants, 

qui sont : 

(1) Le su peroxyde dismutase (SOD). 

(2) La catalase (CA T). 

(3) L 'acide ascorbique (Vitamine C) et l' ascorbate peroxydase (APX). 
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4.3.2.1-Le superoxyde dismutase (SOD) 

Cu.. Zn SuperoxLde D<smutase 

Figure 4.4- Structure du super oxyde dismutase. D'après Bovin . 

La super-oxyde dismutase est une métalloprotéine avec une activité 

enzymatique (Figure 4.3): elle catalyse la dis-mutation d ' anion super-oxyde en 

oxygène et peroxyde d ' hydrogène. Pour cette raison, cette enzyme est une partie 

importante du système de défense contre les radicaux libres ; elle est présente dans 

presque tous les organismes aérobies. 

Il y a plusieurs types de SOD qui diffèrent majoritairement selon la composition du 

cofacteur métallique. Paradoxalement, ce dernier peut être formé d' ions métalliques 

de cuivre, de zinc, de manganèse ou de fer, lesquels sont également impliqués dans la 

formation d 'ERO (Van Camp et coll. , 1994; Bowler et coll., 1994). Cette enzyme est 

présente dans presque tous les compattiments cellulaires. 

La dismutation du superoxyde catalysé par les SOD peut être écrite à l' aide des deux 

demi-réactions suivantes : 
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où M =Cu (n=l); Mn (n=2); Fe (n=2); Ni (n=2). 

4.3 .2.2 La catalase (CAT) 

Figure 4.5- Superposition optimale de l'OEC du pbotosystème Il (épine dorsale verte) 
versus Mn catalase (chaîne magenta), présentant des résidus étro itement a lignés . D ' après Loll et 

coll., 2005 

Les quatre atomes de Mn de CDO et de deux atomes de manganèse Mn cata lase sont 

au centre du diagramme (atome de calcium CDO en vio let) . La structure du PSI! 

montrée à la figure 4.4 est de Lo ll et co ll. 2005, avec le Mn coordonné mis à jour. 

Cette enzyme, ubiquitaire aux organismes aérobies, détoxifie H20 2 de la cellule for­

mé au niveau du peroxysome. Cette protéine de grande taille (240 kDa) ne se re­

trouve pas au niveau du ch loroplaste, bien que trois iso-formes aient été répertoriés au 

niveau du cytosol, des peroxysomes et des mitochondries (Chandler et coll., 1983). 
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La catalase possède deux modes d ' action afin de transformer le H20 2 en H20 et 0 2 

(Inze et Van Montagu, 2003). En effet, à faible concentration de son substrat (~-tM) , 

la catalase agit telle une peroxydase et utilise le pouvoir réducteur d ' une autre 

molécule (RH2) comme source de protons selon la réaction suivante : 

où RH2 peut être l' acide ascorbique, l' acide formique, le formaldéhyde, etc . À de 

plus fortes concentrations de H20 2, la catalase utilise deux molécules de son substrat 

selon la réaction suivante : 

Il semble que le «turn-over » de la catalase soit très rapide et même comparable à 

celui de la sous-unité Dl du PSII (Hertwig et coll. , 1992). De plus, ce « turn-over » 

est affecté à la baisse en présence de facteurs environnementaux comme la salinité et 

la température. 

4 .3.2.3 L ' acide ascorbique (Vitamine C) et l' ascorbate peroxydase (APX) 

HO 
H 

HO 0 

HO OH 
Fig. 4.6 Structure chimique de l' acide ascorbique 

L ' acide ascorbique, communément appelé vitamine C, joue plusieurs rôles au sein de 

la cel lule. Il se retrouve tant au niveau du chloroplaste, du cytoplasme, de la 
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mitochondrie que de la vacuole (Horemans et coll. , 2000). C ' est un antioxydant 

puissant qui réagit rapidement avec le radical superoxyde, l'oxygène singulier, 

l' ozone et le peroxyde d'hydrogène. L ' acide ascorbique peut également accepter 

l' électron final du transport d' électrons du thylakoïde et ainsi éviter la formation 

d 'ERO advenant le transfert de cet électron à une molécule d 'oxygène. De plus, 

l' acide ascorbique est impliqué dans la synthèse d 'un autre antioxydant puissant, 1' ­

tocophérol (ou vitamine E). Au niveau du chloroplaste, l' ascorbate peroxydase est 

l' enzyme principale responsable de la détoxification du H20 2. Elle catalyse la 

réaction suivante : 

2 ascorbate + H20 2 => 2 Monodéhydroascorbate + 2 H20 

Les molécules d ' acide ascorbique sont régénérées selon deux mécanismes : 

(1) À partir du pouvoir réducteur du NADPH sous l' activité de l'enzyme mono 

de hydro ascorbate réductase. 

(2) Suite à la formation de déhydroascorbate, la déhydroascorbate réductase 

utilise le pouvoir réducteur du glutathion tel qu ' illustré par le cycle 

Halliwell-Asada. Dans les conditions normales, l' acide ascorbique se trouve 

à 90% sous sa forme réduite (Foyer, 1976). 



5.1 Culture algale 

CHAPITRE V 

MATÉRIELS ET MÉTHODES 

L 'algue verte Ch/orel/a vulgaris a été utilisée lors des expériences effectuées afin 

d ' évaluer l' effet inhibiteur et toxique des contaminants, relié à la production de ROS, 

respectivement la perturbation des processus photochimiques du Photosystème II. 

Étant donné que cette algue est connue comme 1 'une des plus riches en chlorophylle 

dans la nature (Algabase 2004), les expériences effectuées ont étés plus ou moins 

ciblées envers cette grande sensibilité de Chlorella en présences des différents xéno­

biotiques, exprimée par une réponse rapide de l' appareil photochimique et la 

fluorescence comme un phénomène indispensable de la photochimie, dont les 

variations peuvent être détectées et interprétées par les lois, qui décrivent son 

comportement. 

Les algues unicellulaires du genre Ch/orel/a sont des algues de la lignée verte 

(chlorophylle a et b avec chloroplastes ayant pour origine l'endosymbiose plastique 

primaire, comme les plantes vertes classiques). Elles se distinguent des autres 

végétaux par une concentration exceptionnelle en chlorophylle (Choznacka et coll., 

2004). 

L ' algue Ch/orel/a est photolithotrophe autotrophes (photosynthèse végétale avec 

photolyse de l' eau et assimilation du C02 comme les plantes classiques), mais 

peuvent aussi être cultivées en chimio-organotrophie (et carbone hétérotrophe) 

(Choznacka, 2004). 



47 

Figure 5.1 -Chlore/la vulgaris sous microscope optique. Tiré de Pavel Skaloud, 2007. 

L ' algue Chlorella vulgaris (obtebue du Canadian Phycological Culture Center, 

CPCC, University of Waterloo, Canada) a été cultivée en milieux nutritifs BG-11 de 

pH 7,1 approximatif après la stérilisation, dans une chambre de croissance, à 

température ambiante de 25°C et sous irradiation de lumière continue de 80-

1 OO)..LE.m-2.s-1
• Toutes les mesures ont été prises à concentrations 1.106 cellules par 

ml. La composition chimique de milieux BG-11 est donnée dans le tableau suivant: 
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Tableau 5.1- Composition du milieu culture BG-11 pour 1 L. Tirée de Techniques de base de 
microbiologie de Sylvie Bardes, 2009 (professeur agrégé de Biochimie Génie Biologique- Lycée 

de la Vallée de Chevreuse) 

5.2 Contaminants 

Les produits chimiques suivants ont été utilisés pour les traitements de Chlore/la 

vulgaris: Atrazine- 2-chloro-4- (ethylamino)-6- (isopropylamino) -s-triazine, DCMU 

(Diuron) - (3- (3,4 -dichlorophenyl) ( -1 ,1 -Diméthylurée ), Méthyle viologène 

(Paraquat ;1,1' -dimethyl-4, 4 ' -dipyridinium dichloride), Nitrate d ' argent AgN03, 

Sulfate de cuivre pentahydrate CuS04.5H20 de la compagnie Anachemia (cat. n° 

28842-380), Bichromate de potassium K2Cr20 7 de la compagnie Fisher Scientific 
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(cat. n° P-188-500) et les antibiotiques Sulfaméthazine 99% d 'Aifaestar et 

Géntamicine d ' Aeras Geel. 

5.3 Évaluation de l'effet inhibiteur et toxique des contaminants cités 
dans le paragraphe 5.2 à partir des mesures faites sur la fluorescence de la 
Chi a et l'accumulation d'ERO chez l' algue verte Chlore/la vulgaris 

5.3.1 Mesure de la fluorescence chlorophyllienne 

Les mesures de la fluorescence Chi ont été menées à la température ambiante avec un 

fluorimètre portable Plant Efficiency Analyser (PEA, Hansatech Instruments, Ltd). 

Une photographie de l' appareil PEA utilisé dans l'étude présente est montrée sur la 

figure ci-contre. 0 

Figure 5.2- Photographie du rn odel !-landy PEA utili sé dans l' étude présente 

Tous les échantillons étaient adaptés à l' obscurité pour au moins 15 minutes avant 

que les mesures fussent démarrées, permettant ainsi aux centres réactionnels du 

photosystème II et les transporteurs d ' électrons d ' être oxydés en plus grand nombre 

possible (centres ouverts). 
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L ' algue verte Chlorella vulgaris a été exposée à l' éclairement continu actinique 

pendant 1 seconde avec une lumière irradiante de 600 wm-2 (une excitation 

d ' intensité suffisante pour assurer la fermeture de tous les PSU réactions centres) 

fournie par un tableau de six diodes émettrices de lumière (crête à 650 nm) au sein du 

PEA (fluorimètre) . Les mesures de fluorescence cinétique rapidè ont été tracées sur 

une échelle logarithm igue du temps entre 1 Of.!S à 1 sec pour une analyse plus 

sophistiquée. Le rendement de la fluorescence à 50f.!s a été considéré comme valeur 

de base de fluorescence, F0 . 

Toutes les mesures ont été faites après 30 min d ' exposition de Chlorella vulgaris aux 

contaminants correspondants, sous irradiation continue de 80-1 OOf.!E.m -2 .s- 1
• Dans les 

échantillons de Chlorella vulgaris traités par les différents contaminants au cours des 

expériences, on a enquêté sur la modification des paramètres suivants de la 

fluorescence : 

(1) La fluorescence variable maximale, notée Fv, représentant la différence 

entre la fluorescence maximale FM et la fluorescence de base (à 50f.!s) F0 , 

donc F M-Fo,. 

(2) La relation entre processus photochimiques simultanés dans PSU comme le 

ratio Fv/FM dit rendement quantique photochimique maximal (Karukstis, 

1991). 

5.3.2 Mesure de la fom1ation des espèces réactives d'oxygène (ERO) 

La formation des espèces réactives d ' oxygène (ERO) dans Chlorella vulgaris a été 

mesurée en utilisant comme indicateur les cellules perméables 

2 ',7'dichlorodihydrodiacétate fluorescéine (H2DCFDA) (Gerber et Dubery, 2003). 

Les estérases cellulaires hydrolysent la sonde sous la forme non fluorescente 

2 ',7 ' dichlorodihydrofluorescein (H2DCF), mteux conservée dans les cellules. En 
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présence d 'ERO et de peroxydases cellulaires, H2DCF est transformé à la hautement 

fluorescente 2 ',7'dichlorofluorescéine (DCF). 

Chaque échantillon d 'un millilitre d ' algues et BG-11 dans les travaux présents, ainsi 

que le contrôle, a été traité avec 201-.LI de la H2DCF de concentration 5f..LM dans 1 ml 

de solution d ' éthanol (Saison et coll. ,2010) . 

Les appareils suivants ont été utilisés: 

(1) Spectrofluorimètre SpectraMax M2e avec logiciel opérationnel Softmax 

Pro 5.4 sous Windows. 

La fluorescence verte de H2DCFDA a été recueillie par une excitation provenant de 

laser à 485 nm et une émission respectivement à 538 nm. Les prises portent une 

plaque contenant 24 échantillons. L ' effet de huit contaminants de concentration 5, 10 

et 20 f..LM ainsi que le témoin (algue Chlorella vulgaris pure) a été examiné afin de 

déterminer la corrélation entre l' accumulation d 'ERO et la fluorescence de dichloro­

fluorescéine (DCF) transformée sous cette forme dans la présence d 'ERO et de 

peroxydase cellulaire. 

(2) La fluorescence FLl en vert a été déterminée en utilisant un cytomètre de 

flux (FacsVantage, Becton-Dickinson, USA) équipé d ' un laser d ' argon 

(d 'excitation à 488 nm), présenté sur la figure ci-desous : 
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Fig. 5.3 Photographie de l' appareil FACSCAN utilisé dans l'étude présente. Source: lntemet. 

Sous l' utilisation de l'émission laser à 488 nm, seulement la fluorescence 

chlorophyllienne en rouge a été recueillie à un 610 nm long filtre passe-bande (FL3), 

ainsi que la fluorescence provenant de la fluorescéine di-acétate (H2DCF) -

fluorescence en vert avec un filtre passe bande 530/3 0nm (FLI). 

Pour chaque échantillon, un minimum de 106 cellules a été analysé et pour chaque 

événement, la fluorescence a été évaluée en mode logarithmique. Les données ont été 

recueillies et affichées à l'aide du logiciel Gatelogic dans l' une des dimensions FL3 

(cellules auto-fluorescentes en rouge) ou FLI (fluorescence en vert), les 

histogrammes versus le nombre de cellules ou de bi-dimensionnelles FLI versus FL3 

cytogrammes. 

5.3.3 Mesure des paramètres de la granulosité (SSC) et la taille cellulaire (FSC) 

Dans 1 'étude présente les paramètres FSC (forward scatter) et SSC (side scatter) ont 

été utilisés afin de donner une estimation de la viabilité cellulaire ainsi que des 
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changements morphologiques subies ou cours du traitement de Chlore/la vulgaris 

avec des xénobiotiques. Ces deux paramètres sont utilisés dans la littérature pour 

l'évaluation de l'évo lution de l'état physiologique et morphologique des cellules au 

cours de leur exposition des facteurs de stress comme contamination avec des 

xénobiotiques, choc thermique (très hautes ou basse température) , sécheresse, 

nanoparticules etc. Pourtant ils sont très importants et significatifs pour la viabilité 

des algues et l'intégrité des populations (Jamers et co11. ,2009). 

La lumière qui est diffusée dans la direction vers l'avant, en général jusqu'à 20 o 

décalé de l'axe du faisceau laser, est collectée par une lentille connue comme la 

diffusion vers l'avant ou en anglais FSC - forward scatter. L'intensité FSC équivaut à 

peu près à la taille de la particule, peut également être utilisé pour faire la distinction 

entre les débris cellulaires et les cellules vivantes (Raman, 2006). 

La lumière diffusée renseigne sur la morphologie et la structure de la cellule. Si la 

diffusion de la lumière est mesurée dans l' axe du rayon incident, l' intensité du signal 

peut être corrélée avec la taille et par conséquent avec la viabilité cellulaire (Shapiro, 

H.M. 1995). 

Par contre, sous un angle de 90°, la mesure correspond à la structure intracellulaire de 

la cellule (réfringence du cytoplasme, morphologie, rapport nucléo-cytoplasmique). 

De cette manière on définit SSC ou side scatter L 'utilisation simultanée de ces deux 

paramètres permet de distinguer, dans un sang périphérique par exemple, les 

plaquettes, les lymphocytes, les monocytes et les polynucléaires 

Les enquêtes effectuées sur les différents échantillons comportent les rapports entre 

granulosité (SSC), la taille (FSC) en échelle linéaire et la fluorescence 

chlorophyllienne (FL3), et la fluorescence en vert (FLl) en échelle logarithmique 

décimale respectivement. 

Les changements de la granulosité et de la taille en fonction de la concentration des 

différents polluants ont été évalués à partir de la moyenne géométrique (geo-mean) de 

paramètre SSC (la granulosité) et le paramètre FSC (la taille) en fonction chaque' 
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un du nombre d ' événements, présenté sous la forme d' histogramme. De la même 

façon , la variation de la moyenne géométrique du FLl (DCF fluorescence), 

fluorescence en vert en fonction de la concentration des polluants, a été poursuivie. 

5.4 Analyse des données 

Les expériences ont été répétées quatre fois pour les traitements concernant 

l' évaluation des ERO avec le cytomètre de flux et encore quatre fois pour les mesures 

de la fluorescence avec le Handy PEA. Les écarts-types ont été déterminés pour 

chaque traitement. 



6.1 Atrazine 

CHAPITRE VI 

RÉSULTATS ET DISCUSSION 

L' Atrazine, 2-chloro-4-( éthylamino )-6-(isopropylam ino )-s-triazine, un composé 

organique composé d 'un s-triazine-anneau, est un herbicide largement utilisé. 
( 

Fig. 6.1 Structure chimique de l' Atrazine 

L ' Atrazine peut non seulement réduire la transcription génique relative au niveau 

moléculaire, mais elle peut aussi apporter divers changements phys iologiques et 

biochimiques dans les cellules d 'algues, conduisant à de nombreuses modifications 

dans la structure et la fonction. 

6.1.1 Mesure de la fluorescence chlorophyllienne a, afin 
d 'estimer 1 'effet toxique de 1 'Atrazine en fonction 
de la concentration, sur la photochimie du PSU 

Il est connu que l' Atrazine, pour interagir avec le site qui none de la liaison Dl de 

photosystème II (PSU), provoque une inhibition de la photosynthèse, concernant le 

transport d 'électrons vers dans le cas moins inhibé PSI (E.P. Fuerst et M.A. Norman, 

1991). L' Atrazine bloque le flux d'électrons à PSI, conduisant à la génération d 'ERO 
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qui réagiraient à des lipides et protéines, ainsi que de pigments et, donc, provoquerait 

la peroxydation des lipides et des dommages aux membranes (Dewez et Popovic, 

2006). 

Ces ERO comprennent un superoxyde radical , le peroxyde d ' hydrogène, et radical 

hydroxyle, qui sont produits comme les produits au cours du transfert membranaire 

d ' électrons, ainsi que par un certain nombre de voies métaboliques. Le stress 

oxydatif conduit à de nombreux types d' effets négatifs comme la peroxydation 

membranaire, la perte des ions, le clivage des protéines et la mutagenèse de l'ADN. 

L ' algue verte Chlorella vulgaris a été exposée à l' éclairement continu actinique 

pendant 1 sec sous une lumière irradiante de 600 wm-2 (une intensité d ' excitation 

suffisante pour assurer la fermeture de tous les PSII centres réactionnels). Les 

mesures de fluorescence cinétique rapide ont été tracées sur une échelle 

logarithmique du temps entre 1 Ojls à 1 sec. Toutes les prises ont été faites après 

30 min d'exposition de Chlorella vulgaris aux concentrations d' Atrazine de 10, 100 

et 1000 j..lg/1 respectivement, (sous les conditions décrites dans le Chapitre V, 

paragraphe 5.3.1), suivie d'une adaptation à l' obscurité de 15 min pour assurer la ré­

oxydation (réouverture) des centres réactionnels. Les solutions sont préparées avec le 

milieu de culture BG-11 , contenant de l' eau nano-pure (18mll) à partir d 'une solution 

stock de 100 mg/1 pour chacun des contaminants étudiés. 

Toutes les expérimentations, y compris le contrôle, ont été effectuées avec des 

échantillons contenant 1.106 cellules/ml. Les paramètres suivants de la fluorescence 

ont été évalués : 

(1) Fv, la fluorescence variable donnée par la différence entre la fluorescence 

maximale Fm et Fo, la fluorescence de base (rendement à 50!ls). 

(2) Le rendement quantique photochimique donné par le rapport Fv/Fm. 
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La figure suivante montre la courbe de la fluorescence Ch i a de Chlore/la vulgaris 

lorsque la photochimie du PSU n'a pas été perturbée et le transport d 'électrons vers le 

PSI n' est pas interrompu par la présence d' Atrazine : 
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Figure 6.1. 1 -Cinétique de fluorescence de la ChJ a de Chlore/la vulgaris à 
température ambiante (25° C) et en absence d 'un contaminant (contrô le 

ou témoin) . D'après Strasser et Govindje, 0-J-1-P transition, 1991. 
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Figure 6.1.2 - Cinétique de fluorescence de la Chi a de Chlore/la vulgaris en présence d ' Atrazine 
à 10, 100 et 1000 llg/1 pendant 30 min d'exposition à température ambiante. 
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Les courbes obtenues démontrent l' effet inhibiteur d 'Atrazine avéré par une baisse 

considérable de la fluorescence des trois échantillons exposés à l ' Atrazine par rapport 

au contrôle. À l' obscurité comme dans le cas présent (tous les échantillons étaient 

adaptés à l' obscurité pour au moins 15 min avant chaque mesure), Fv/Fm représente 

le rendement quantique maximum de la photochimie du PSII. C ' est la probabilité 

pour qu 'une excitation induite par un photon se désactive via la photochimie. 

Atrazine 
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Figure 6.1 .3 - Rendement quantique photochimique de Chlorella vulgaris 
exposée durant 30 min à concentrations de 10, 100 et 1000 !-lg/1 d' Atrazine. 

a* -Les différences entre les valeurs sont trouvés importantes et les erreurs sont évalués insignifiants 



6.1.2 Mesures cytofluorimétriques sur la formation des 
espèces réactives d ' oxygène (ERO) lors d ' exposition de 
Chlore/la vulgaris à l'atrazine pendant 30 min 

f'l..1" o . . ... .. .. ··-

atrazine 10 1-1g/l 

atrazine 100 1-1g/l 

Atrazine 1000 ~tg/1 

Figure 6.1.4 - Histogrammes de FL 1 du contrôle 
et d'algues exposées à l' atrazine (10, 100 et 1000 J.lg/1). 
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La formation des espèces réactives d 'oxygène (ERO) dans Chlore/la vulgaris a été 

mesurée en uti lisant l ' indicateur cellules perméables 2',7'dichlorodihydrodiacétate 
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fluorescé ine (H2DCFDA). Les mesures effectuées sur les échantillons comportent les 

rapports entre le nombre d'événements, lesquel les mesures sont présentées sous la 

forme d'histogrammes en échel le logl 0 fluorescence en vert. 

Les histogrammes montrent bien le dép lacement de la moyenne géométrique vers la 

droite sur l' échelle logarithmique indiquant une hausse de la fluorescence en vert 

(FLl) conformément à la production d'ERO éprouvée par les valeurs déterminées de 

« geo-mean » pour les échantillons de différentes concentrations d ' Atrazine. 

Les figures 6.1.5 (a) et (b) montrent l' augmentation de la fluorescence en vert (FLI) 

en fonction de la concentration. 
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Figures 6.1.5 (a) et (b)- Variation de la production des ERO pour 
le témoin et les concentrations d' Atrazine de 1 0, 100 et 1 000]-lg/1. 
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Les mesures en (a) sont effectuées sur cytomètres de flux (FacsVantage, Becton­

Dickinson, USA), sous les conditions décrites dans le Chapitre V, p.5.3.2. Les 

mesures en (b) sont sous les mêmes conditions, mais prises sur Spectrofluorimètre 

SpectraMax M2e avec logiciel opérationnel Softmax Pro 5.4 sous Windows. 

Lorsque les populations des algues sont sourn ises à des stress environnementaux 

(comme la salinité, la sécheresse, les températures extrêmes et les pesticides), le dom­

mage oxydatif est causé, soit directement, so it indirectement, par le déclenchement 

d'une augmentation du niveau des espèces réactives d 'oxygène (ERO). En même 

temps, on suggère l' activation du système antioxydant enzymatique et non enzy­

matique de défense chez Chlore/la vulgaris qui tente de contrôler l' accumulation des 

ERO et de prévenir aux algues des dommages oxydatifs, en déclenchant la production 

de protéines de stress. La figure suivante montre la variation de la granulosité 

(densité) des cellules en fonction de la concentration d 'Atrazine. 
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Figure 6.1.6- Histogramme de la granulosité 
(à gauche : contrôle ; à droite: 1000 ~g/1 d'atrazine.). 

250 

Les mesures effectuées sur la granu losité montrent, avec une approximation 

mathématique, une hausse linéaire de la granulosité cellulaire en fonction de la 

concentration d ' Atrazine à laquel le les populations de Ch/orel/a vulgaris ont été 
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exposées pendent 30 min. La figure suivante montre l' approximation linéaire de la 

variation de la granu losité en fonction des espèces réactives d ' oxygène pour le 

contrôle et les trois différentes concentrations d ' Atrazine de 10, 100 et 1 OOOjlg/1. 
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Figure 6.1.7 - Approximation linéaire de la variation de la granulosité en fonction 
de l' accumulation d 'ERO pour différentes concentrations d' Atrazine. 

Une autre dépendance a été trouvée, impliquant la taille cellulaire déterminée à partir 

de l' histogramme de la grandeur FSC par le spectromètre du flux FACSCAN. Le 

facteur FSC a été trouvé diminuant pour les concentrations appliquées par rapport au 

contrôle. Les résultats sont présentés sur la figure 6.1.8. 



ERO* 
70 

~Controle 

.....,_Atr 101-lg/1 

Atr 1001-lg/1 

-.-Atr 10001-lg/1 

Figure 6.1.8- Variation de la granulosité et de la taille de Chlorella 
vulgaris en fonction de la production d 'ERO lors de l' exposition 

à l' atrazine (10, 100 et 1000 11g/l) pendant 30 min. 
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* Les valeurs obtenues en U. a. pour SSC et FSC ont été divisées à 10 pour être comparer sur un même 
diagramme. 

L'augmentation de la granulosité et la diminution de la taille cellulaire sont reliées 

avec la viabilité des cellules. Les cellules mortes démontrent une plus drand SSC et 

inférieur FSC, par rapport aux cellules vivantes (Rahman, 2006). Conformément à 

cela, nos résultats, impliquant l'augmentation de la granulosité, même faible dut à la 

très courte période d' exposition des échantillons à des xéno-biotiques, par rapport au 

control indiquent probablement une plus grande accumulation de débris- plus grande 

autophagie. Cependant ces deux facteurs - SSC et FSC, pourraient être influencées 

également par la production des protéines de stress par le système antioxydant 

cellulaire. Compte tenu au court temps d ' exposition et les concentrations faibles des 

contaminants de l' ordre de f.l.g/1, ainsi que la taille relativement petite de ces protéines, 

il est très peu probable, que ça soit le facteurs déterminant, qui joue sur ces deux 

facteurs, mais il est autant possible qu ' il fus impliquer dans l' augmentation de la 

granulosité. Par contre une mesure de l'accumulation de certaines protéines de stress, 

probablement attendue suite au stress oxydatif subie, n'a pas été faite dans cette 
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étude, mais cette interprétation des résultats obtenus pourraient être confirmés ou 

rejetés par des études ultérieures. Dans le même aspect les résultats obtenus, pour le 

changement de la fluorescence chlorophyllienne, pour la diminution de quenching 

photochimique, ainsi que pour la production des ERO, démontrant l' effet photo­

inhibiteur de l' atrazine, suggèrent une atténuation de la viabilité cellu laire des 

populations examinées, ce qui est en corrélation avec nos résultats obtenues pour le 

facteur de FSC, trouvé décroissant. Des résultats simi laires concernant l' évolution de 

ces deux paramètres (SSC et FSC), par rapport à l' accumulation intracel lulaire 

d'ERO on a été trouvés par An Jamers et coll. 2009, lors du traitement de 

Chlamydomonas reinhardtii avec du Cd . 

Les protéines de stress protègent les autres protéines cellulaires en fac ilitant leur 

restructuration fonctionne lle après un stress. Ces protéines assurent une protection 

lors d ' un second stress et induisent ainsi une tolérance aux agressions qui suivent. 

Trois grandes fam i Iles de protéines de stress ont été décrites selon leurs tailles : 

27kDa, 7kDa et 90kDa. Elles se localisent dans la mitochondrie ou les chloroplastes, 

et le réticulum endoplasmique (Kiang et Tsokos, 1998). Ces protéines sont exprimées 

à la suite de toute situation qui compromet la survie cellulaire. Parmi ces situations, se 

trouvent d' abord l' augmentation de température, l' exposition à des métaux lourds ou 

à d' autres agents chimiques comme les herbicides, l' ozone, l' hypoxie, l' anoxie, le 

manque de glucose ou les infections. Le rôle de ces protéines consiste alors à 

protéger l' ensemble vital des protéines cellulaires (David et Grongnet, 2001). 
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6.2 Méthyle viologène 

Fig. 6.2 Structure chimique de Méthyle viologène. 

Le Paraquat ou méthyle viologène est le nom commercial de N, N ' -diméthyl 4,4 ' -

dichlorure bipyridinium, l' un des herbicides les plus largement utilisés dans le 

monde. Le Paraquat est un viologène rapide, non sélectif, tuant plante verte et algues 

en contact avec les tissus. Il est également toxique pour les êtres humains et les 

animaux. 

Le Paraquat est absorbé très rapidement par les algues et bloque la photosynthèse en 

acceptant les électrons du photosystème I (PSI) dans les plantes (Qian et Chen, 2009). 

Cette action interfere les systèmes intracellulaires de transfert d ' électrons et empêche 

la formation du NADPH, causant la formation d' oxygène actif espèce par le transfert 

d' électrons d'oxygène moléculaire (Ananieva et coll. 2004). Cette interruption 

entraîne la formation d ' anion super-oxyde, de l' oxygène singulier· et radicaux 

hydroxyles et peroxydes dans les chloroplastes. 



6.2.1 Mesures de la fluorescence chlorophyllienne et évaluation 
de rendement photochimique quantique en présence de Paraquat 
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Sur la figure ci-dessous est présenté l' effet inhibiteur de Méthyle viologène sur la 

fluorescence chlorophyllienne. À la différence des herbicides triazine et urea 

(Atrazine et Diuron) dont le mécanisme de toxicité s ' explique par leur principal mode 

d ' action, qui est de bloquer le transport d 'électrons de la voie photochimique (Bi Fai 

et coll. , 2007), 1 ' effet inhibiteur de Méthyle viologène sur le PSII se révèle indirect. 
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Figure 6.2.1 - Fluorescence de Chlorella vulgaris en présence 
de 5, 10 et 20 J.!M de Méthyle viologène. Traitement de 30 min. 

La fluorescence chlorophyllienne a peut également potentiellement détecter les 

impacts des contaminants agissant indirectement sur l' électron transporteur parce que 

les produits chimiques qui endommagent les membranes ou les protéines associées 

aux transporteurs d'électrons photosynthétiques ou qui empêchent tout processus 

cellulaire en aval de PSII, comme l' assimilation de carbone ou la respiration, 

conduisent à l' excitation de la pression sur PSII (Chalufoura, 2010). 
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Les résultats obtenus sur le rendement photochimique montrent l' effet inhibiteur du 

Méthyle viologène, manifesté par la baisse du rendement quantique photochimique 

maximale qui caractérise PSU. Cependant l'intervention du Paraquat sur la 

photochimie de PSII se révèle plutôt indirecte, exprimée en détruisant les membranes 

thylakoïdales ou d'autres parties du chloroplaste (Brack et Frank, 1998). La figure 

6.2.2 montre la variation du rendement photochimique quantique du PSII de 

Chlore/la vulgaris exposée au Paraquat pour de concentrations de 5, 10 et 20 fJ.M en 

milieu éclairé pendent 30 min. 
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Figure 6.2.2- Variation du rendement photochimique quantique du PSU de Chlore/la 
vulgaris exposée au Paraquat de 5, 10 et 20 mM en milieu éclairé pendant 30 min. 

a* - Les différences entre les valeurs sont trouvés importantes et les erreurs sont évalués insignifiants 

Les Bi* pyridine herbicides, comme le Paraquat, sont connus pour agir comme accep­

teurs artificiels d ' électrons dans PSI, générant des radicaux libres qui réduisent 0 2 en 

anion super-oxyde (02-) (Ananieva et coll. 2004). Cela mène à la formation de 

peroxyde d'hydrogène (H20 2) hautement toxique et réactif et de radicaux hydroxyles 

(OH) qui détruisent les membranes phospholipides, chloroplastes ou mitochondries, 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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et d ' autres organelles de la cellule par la peroxydation, l' inactivation des protéines et 

dommages causés à l' ADN. 

6.3.2 Mesures de la formation des espèces réactives 
d' oxygène (ERO) lors d' exposition de Chlorella vulgaris 
à Méthyle viologène (MY) pendant 30 min en milieu éclairé 

MV accepte un électron de la ferrodoxine et réagit avec 0 2 moléculaire, formant un 

superoxyde radical anionique qui est transformé dans les réactions séquentielles en 

ERO, comme le peroxyde d ' hydrogène et les hydroxy radicaux (Fukushima et coll. , 

2002) . Les histogrammes obtenus pour le témoin et 5, 10 et 20j..LM de MY montrent 

le déplacement du pic principal à droite sur l' échel le logarithmique. 
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Figure 6.2.3 - Histogrammes obtenus pour le témoin et 5, 10 et 20f!M de MY. 

Toujours comme dans le cas d ' Atrazine, les déplacements des pics vers la droite sur 

les histogrammes sont observés, ainsi que l' augmentation des valeurs de geo-mean de 

FL 1. Toutes les histogrammes sont tracées en échelle lg concernant les paramètres 

investigués - FLI (fluorescence en verte du bio-marquer H2DCF), SSC et FSC, en 
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fonction de nombre d'événements produits en U. a. Étant donné le mode spécifique 

d'intervention du Paraquat sur les algues, en particulier en attaquant prioritairement le 

PSI, les teneurs déterminées pour le geo-mean (moyen géométrique) de FLl sont 

trouvées proches de celles d ' Atrazine, sens oublier que les concentrations de 

l' Atrazine étant en J.Lg/1 se révèlent jusqu ' à 100 fois inférieurs par rapport aux celles 

des autre xéno-biotiques évalués dans cette études, s ' ils devraient être exprimées en 

concentration molaires M. Les cellules ont été étiquetées à forte lumière en présence 

de MY, (! o-6M). 

L ' excès de superoxyde résulte dans la production de radicaux hydroxyles et le 

peroxyde d'hydrogène par une variété de réactions qui conduisent aux dommages de 

l' ADN, la dégradation et la peroxydation de protéines, ce qui affecte gravement le 

métabolisme des cellules végétales. 
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Figure 6.2.4 - Variation de la fluorescence en vert FLl pour le témoin 
et les concentrations de Méthyle viologène de 5, 10 et 20flM. 
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Les mesures (a) sont effectuées sur cytomètres de flux (FacsVantage, Becton­

Dickinson, USA) équipés d ' un laser d 'argon (d ' excitation à 488 nm) pour une durée 

de 30 min d 'exposition, à température ambiante de 25° Cet pour 106 cellules par ml. 

Les mesures (b) sont sous les mêmes conditions, mais prises sur Spectrofluorimètre. 

Les estimations sur le changement de la granulosité indique encore une fois les 

changements morphologiques dans les cellules impliquant une plus grande 

autophagie (débris accumulés par la suite de la mort cellulaire) ou la production 

probable des protéines de stress, générées par le système enzymatique antioxydant de 

protection des Chlore/la vulgaris dans le combat avec l' accumulation d'ERO, ou les 

deux processus à la fois . 
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Figure 6.2.7- Dépendance entre la taille, la granulosité et 
les espèces réactives d' oxygène obtenue pour 5, 10 et 20 )lM 

d 'exposition de Ch/orel/a vulgaris à Méthyle viologène pour 30 min. 
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* Les valeurs obtenues en U. a. pour SSC et FSC ont été divisées à 10 pour être comparer sur un même 
iagramme. 

Dans des circonstances normales, la concentration de radicaux d ' oxygène reste faible 

en raison de l' activité des enzymes de protection, y compris un superoxyde 

dismutase, superoxyde catalase, ascorbate de sodium et peroxydase (Asada 1984), 

mais en vertu des conditions soulignées imposées par des polluants physiques, 

chimiques et biologiques, cet équilibre peut être perturbé, ce qui provoque l' escalade 

des processus préjudiciables. Pour cette raison, bien qu ' antioxydants, les enzymes 

induits par le Paraquat ne sont pas suffisants pour éliminer complètement les ERO. 

Ces espèces réactives d ' oxygène (ERO) interagissent avec les lipides insaturés de 

membranes, résultant de la destruction des plantes organelles, ce qui conduit 

inévitablement à la mort cellulaire (Ibrahimovitch et Shapira, 2000) 
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6.3 Sulfate de cuivre 

Le sulfate de cuivre est formé par la combinaison d' un ion cuivre (Cu2+) et d 'un ion 

sulfate (SO/-). li a donc pour formule CuS04 et il est très toxique pour les 

organismes aquatiques (marins tout particulièrement). Le sulfate de cuivre utilisé 

dans cette étude, c ' est CuS04.5H20 , un penta-hydrate. 

La toxicité du cuivre est attribuée à la concentration en ions libres métalliques des 

interactions métal-organisme selon le modèle de l' activité des ions libres (MAIL) 

(Siaveykova et Wilkinson, 2002 ; Campbell, 1995). Le MAIL explique l'effet des 

métaux sur les espèces biologiques, sur la croissance du phytoplancton et le 

métabolisme (Siaveykova et Wilkinson, 2002). Dérivé du MAIL, le modèle du 

ligand biotique (MLB) tient aussi compte des propriétés de l'eau (dureté, pH, 

matières organiques dissoutes, concentration, etc.). 

Pour les algues et des plantes supérieures, le cuivre est nécessaire à leur croissance. 

Cependant, à des concentrations excessives, le cuivre agit sur la réaction primaire de 

la photosynthèse, principalement associée au photosystème II, et affecte 

l' assimilation du carbone inorganique par la plante (Shioi et coll. , 1978). Le cuivre 

inhibe la photosynthèse, mais aussi la division cellulaire. C ' est ainsi que des 

indicateurs d ' inhibition ont été développés pour mesurer l' inhibition de la croissance 

ou quantifier la chlorophylle. L' inhibition de la photosynthèse est liée à des 

processus biochimiques qui peuvent aussi être utilisés comme indicateurs de la 

toxicité : formation d'A TP, fixation du C02 (incorporation de C), production 

d' oxygène, etc. Les métaux comme le cuivre, l' argent ou le zinc sont des inhibiteurs 

de 1' incorporation de manganèse dans le phytoplancton marin (Sunda et Huntsman, 

1998), probablement par concurrence sur les sites membranaires ou internes 
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impliqués dans l' homéostasie du man ganèse. Le métal toxique est aussi transporté 

dans la cellule via le mécanisme d ' incorporation du manganèse. 

6.3.1 Mesures de la fluorescence Chi a de Ch/orel/a vulgaris 
exposée à CuS04 de concentrations 5, 10 et 20 !lM pendant 30 min 

L ' effet du cuivre a été déterminé à inhiber la photochimie primaire et le transport 

d ' électrons par interaction au système de fractionnement de l' eau du PSII. Le site de 

cette interaction a été lié à l' altération des 17 et 23 KDa protéines du complexe de 

l' oxygène évolutif (COE) (Dewez et coll. , 2007). La figure suivante montre l' effet 

inhibiteur du sulfate de cuivre concernant la fluorescence Chi a de Ch/orel/a vulgaris. 
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Figure 6.3.1 - Cinétique de fluorescence de Chlore/la vulgaris en absence et en présence de 
CuS04• 

Ce résultat a été interprété par une augmentation du transport cyclique d ' électrons par 

le moins inhibé PSI (Ouzounidou et coll. , 1995). Il est en effet largement accepté que 

le transport d'électrons en PSI est moins sensible aux inhibitions des ions métalliques 

en comparaison avec PSII, comme c' est également le cas pour plusieurs autres photo-
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inhibitions comme le stress thermiq ue. Les mesures sur le rendement quantique 

photochim ique montrent l' in hibition du PSU. 
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Figure 6.3.2- Rendement photochimique quantique de Ch/orel/a 
vulgaris en fonction de la concentration de CuS04. 

a* - Les différences entre les valeurs sont trouvés importantes et les erreurs sont évalués insignifiants 

Par conséquent, la réponse de PSU pour l' effet toxique de cuivre peut fournir un bio­

capteur uti le pour la détection de la toxicité induite par des polluants ayant méca­

nismes similaires d' interaction. L 'utilisation de biocapteurs fondée sur l' activité pho­

tochimique de PSU représente une approche utile pour 1 'évaluation des risques de to­

x icité des polluants dans les écosystèmes aquatiques (Marshall et coll., 201 0) 

6.3.2 Mesures de la formation d'espèces réactives d 'oxygène 

Le cuivre joue un doub le rôle dans le métabolisme d' organismes photosynthétiques. 

Il est à la fois un oligo-élément, par exemple, comme une partie importante 

d' oxydases afin (par exemple du cytochrome oxydase et acides aminés oxydases afin) 
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et d ' éléments participant à la chaîne de transport électrons (par exemple, la 

plastocyanine), mais il est également très toxique (Dewez et coll. , 2007). 

Cette dualité s ' étend à la génération d'ERO. Ainsi , non seulement Cu est une partie 

importante du système réactif de balayage de l' oxygène, mais il est également en 

mesure de causer un stress oxydatif grâce à une augmentation de la production des 

ERO via ses effets toxiques sur la photosynthèse. Il peut contribuer à la formation de 

OH" par la Fenton reaction (Vranova et coll. , 2002). Sur la figure 6.4.3 ci-dessous, 

est montrée la variation de la moyenne géométrique de FL 1 sous forme 

d ' histogramme pour le témoin (Ch/orel/a vulgaris) et en présence de 5, 10 et 20 J..LM 

de CuS04. 
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Figure 6.3.3 - Histogrammes du contrôle et population d'algues exposées à 5, 10 et 20 !lM de 
sulfate de cuivre, pendent 30 min. 
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Le déplacement à droite observé, comme pour tous les contaminants considérés 

jusqu ' à présent, indique l' accumulation d ' ERO. En même temps, les résultats 

obtenus comme valeurs relatives de la fluorescence en verte du bio-marqueur (FLl) 

sont sensiblement inférieurs aux valeurs obtenues pour 1 'Atrazine et le Paraquat, ce 
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qui implique un mécanisme d' interaction concernant une inhibition sur la chaîne 

photoélectronique du PSII plutôt que PS I. La figure 20 montre les valeurs de geo­

mean de FL 1 pour chaque concentration (5, 10 et 20 !lM) de CuS04 et le témoin. 
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Figure 6.3.4 - Variation de la fluorescence en vert pour le témoin 
et les concentrations Sulfate de cuivre de 5, 10 et 20!-LM. 

Les mesures (a) sont effectuées sur cytomètres de flux (FacsVantage, Becton­

Dickinson, USA) équipés d 'un laser d ' argon (d ' excitation à 488 nm) pour une durée 

de 30 min d ' exposition, à température ambiante de 25° Cet pour 106 cellules par ml. 

Les mesures (b) sont sous les mêmes conditions, mais prises sur Spectrofluorimètre. 
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Les mesures sur la granulosité montrent une augmentation par rapport au témoin, une 

augmentation présentée sur les histogrammes suivants : 
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Figure 6.3 .5 - Histogrammes de la granulosité (SSC) du témoin 
(à gauche) et en présence de 20~ CuS04 (à droite). 
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La concentration de chlorophylle a a été montrée pour avoir une relation positive 

avec la densité des cellules. Cependant, malgré sa diminution provoquée de 

l' inhibition induite par différents contaminants, la granulosité cellulaire a été trouvée 

croissante à cause probablement de l'accumulation des protéines de stress générées 

par le système antioxydant des algues pour combattre I'ERO. De même, la taille 

cellulaire trouvée par mesures cytofluorimétriques a été trouvée décroissante en 

fonction de l'augmentation de la production des ERO. Ces résultats ne sont pas en 

contradiction avec ceux obtenus pour 1 'évolution des facteurs SSC et FSC, lors de 

traitement avec 1' Atrazine et Paraquat. 

Sur les figures ci-dessous sont présentées les évolutions de ces paramètres en fonction 

des ERO. 
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* Les valeurs obtenues en U. a. pour SSC et FSC ont été divisées à 10 pour être comparer sur un même 
diagramme. 
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Les résultats obtenues suggèrent des changements morphologiques similaires 

concernent les facteurs SSC et FSC lors même d ' une court inhibition avec des xéno­

biotiques 

6.4 Bichromate de potassium, K2Cr2Ü7 

Le chrome existe normalement dans des états d ' oxydation allant de chrome (II) au 

chrome (VI). Seules les formes trivalentes (III) et six valentes (VI) du chrome sont 

d ' importance biologique. Les composés Cr(VI) sont plus toxiques et carcinogènes 

que Cr(III) parce que Cr(VI), au contraire de Cr(III), peut fac ilement traverser les 

membranes cellulaires via les transporteurs d ' anions non spécifiques. Chez les 

algues, Cr(VI) provoque de graves dommages pour les cellules vivantes et induit une 

inhibition de la croissance (Shan ker et coll. , 2005) et une mutation de 1 'ADN. 

6.4.1 -Mesures de la fluorescence de la Chi a et le rendement 
quantique photochimique en présence de K2Cr20 7 

La fluorescence Chi a de Chlorella vulgaris a été évaluée en présence des ions 

Cr(IV) sous forme de K2Cr20 7 en concentration 5, l 0 et 20jlM. La figure suivante 

présente les courbes de la fluorescence pour chaque concentration de 5 à 20 !lM 

comparées au témoin : 
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Une baisse considérable de la fluorescence par rapport au témoin et parmi les 

différentes concentrations a été observée. Ainsi, l' évaluation du rapport Fv/Fm 

montre une diminution du rendement photochimique. 
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Figure 6.4.2 - Variation de rendement photochimique 
quantique en fonction de la concentration de K2Cr20 7 • 

a* - Les différences entre les valeurs sont trouvés importantes et les erreurs sont évalués insignifiants 
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Certains polluants, comme les métaux lourds réduisent la photosynthèse en affectant 

le complexe de récolte de la lumière (LHC) (light harvesting complex), le complexe 

de dégagement de l' oxygène (CDO), le complexe cytochrome, la plastoquinone, la 

plastocyanine, la ferrodoxine et le NADP+. Certains d ' entre eux, y compris le Cr, 

sont susceptibles de substituer l'atome central de Mg2+ dans la molécule de la 

chlorophylle, ce qui entraîne une diminution de rendement quantique photochimique 

et généralement une baisse de la fluorescence (Sunda et Huntsman, 1998). Les 

perturbations dans 1' intégrité de la membrane, ou la présence de conditions qui 

nuisent à la cellule sans perturber son intégrité morphologique entraînent une 

réduction ou le manque de fluorescence. 



6.4.2 Mesures de la PLI et production d 'ERO en présence de K2Cr20 7 
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Figure 6.4.3 - Histogrammes du témoin et en présence de 5,10 et 20 JlM K2Cr20 7. 
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Par conséquent, l' accumulation intracellulaire rend la valeur de DCP comme un 

indicateur utile de l' intégrité et de l' activité cellulaire. Ainsi , à l' aide de mesures sur 

PLI (la fluorescence de DCP), on peut évaluer la toxicité de Cr et la comparer avec 
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celle des autres métaux contaminants considérés dans cette étude (le Cu et l' Ag). Et 

tout comme les résultats obtenus jusqu ' à présent, le déplacement à droite vers les 

valeurs croissantes de FL 1 est observé. 
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Figure 6.4.4 - Variation de la fluorescence en vert (FLI ), respectivement l' accumultion des ERO 
pour le témoin 

et les concentrations de bichromate de potassium de 5, l 0 et 2011M. 

Les mesures (a) sont effectuées sur cytomètres de flux (FacsVantage, Becton­

Dickinson, USA) équipés d'un laser d ' argon (d ' excitation à 488 nm) pour une durée 
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de 30 min d ' exposition, à température ambiante de 25° Cet pour 106 cellules par ml. 

Les mesures (b) sont sous les mêmes conditions, mais prises sur Spectrofluorimètre. 

Les valeurs trouvées pour la moyenne géométrique de FLl sont supérieures par 

rapport à celles trouvées pour le cuivre et l' argent, Lndiquant une toxicité plus grande 

de Cr par rapport l' Ag et le Cu. La granulosité a été trouvée croissante, indiquant 

l' activation du système antioxydant cellulaire. 
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Une approximation linéaire de la variation des valeurs de la granulosité par rapport 

aux ERO trouvées pour les concentrations examinées de 5, 10 et 20J.!M et le témoin 

est présentée dans la figure suivante : 
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* Les valeurs obtenues en U. a. pour SSC et FSC ont été divisées à 10 pour être comparer sur un même 
diagramme. 
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6.5 Nitrate d' argent AgN03 

L'ion d'argent est l' un des plus toxiques ions métalliques pour les organismes photo­

synthétiques. Cependant, il n' y a pas beaucoup de données toxicologiques traitant de 

l' effet toxique de l'argent. La toxicité de l' argent dans le milieu aqueux dépend de la 

concentration des ions libres actifs (Siaveykova et coll. , 2002) . L ' accumulation 

d' argent a été considérée comme due à l'adsorption à la surface de la cellule plutôt 

qu ' à l' absorption à l' intérieur. Il est connu aussi que la réactivité des métaux est 

forcément liée à leur degré d ' oxydation (comme Criii et CrVI, respectivement). Le 

stress oxydatif chez les algues est lié à l' accumulation d 'ERO. Mais même d ' avoir 

un système enzymatique efficace de protection contre 1 'ERO la capacité anti­

oxydante des cellules n ' est pas suffisant en cas d ' excès d ' ions métalliques actifs. 

6.5.1 Mesures de la fluorescence chlorophyllienne 

Tout comme pour les autres polluants considérés dans cette étude, des mesures sur la 

fluorescence Chi a ont été prises sous les mêmes conditions : 

(1) 106 nombre de cellules par ml examinées. 

(2) 30 min d ' exposition de Chlorella Vulgaris à AgN03, 

concentrations de 5, 10 et 20 !lM sous illumination. 

(3) 15 min d ' adaptation en obscurité pour que les centres réactionnels 

deviennent complètement ouverts (oxydés) avant chaque mesure. 

Les résultats présentés sur la figure suivante montrent l' effet inhibiteur des ions d' ar­

gent sur la photochimie de PSII, exprimé par une baisse de rendement dans la chaille 

de transport d ' électrons et une probable diminution des centres réactionnels actifs : 
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Figure 6.5.1 -cinétique de fluorescence de Ch/orel/a vulgaris 
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a* -Les différences entre les valeurs sont trouvés importantes et les erreurs sont évalués insignifiants 

Les données montrent une baisse du rapport Fv/Fm de plus de 4 fo is par rapport au 

témoin pour la concentration la plus élevée de 20~, ce qui pourrait être interprété, 

probablement, par une inhibition au niveau du transport d' électrons de PSII à PSI. 



6.5.2 Mesures de la FLl et l'accumulation 
d'ERO en présence de nitrate d'argent 
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Figure 6.5.3 - Histogrammes du témoin et ceux avec 5, 10 et 20~M de AgN03 . 
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Les valeurs en unités relatives de la moyenne géométrique de FL 1 sont présentées ci­

dessous: 
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Figure 6.5.4- Variation des ERO pour 
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Les mesures (a) sont effectuées sur cytomètres de flux (FacsVantage, Becton­

Dickinson, USA) équipés d ' un laser d ' argon (d ' excitation à 488 nm) pour une durée 

de 30 min d ' ex position, à température ambiante de 25° Cet pour 106 cellules par ml. 

Les mesures (b) sont sous les mêmes conditions, mais prises sur Spectrofluorimètre. 

Les valeurs trouvées pour la FLI de fluorescéine di -acétate lors de l' exposition à 

AgN03 sont inférieures par rapport à celles déterminées pour les deux autres ions 
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métalliques dans ce travail (Cu2+ et Cr6+), et l' augmentation de la granulosité a été 

estimée moins importante par rapport à celle observée chez CuS04 et AgN03, ce qui 

suggère moins de protéines de stress produites par le système antioxydant cellulaire. 

~ ~ '~~~2~e~~t!,~~~e 
93 

<12 

2 1 

SSC· H 
Geo M e Mn 
442 1Q 

<50 100 U50 200 2<50 50 100 150 200 
ssc~ H SSC-H 

SSC ·H 
Mean GeoM ean M edian SldD ev Coetvar RCooNar 
564 .25 535.37 547.00 179.35 31 ,78 36.59 

Figure 6.5.5 - Histogrammes de la granulosité du témoin (à gauche) 
et en présence de 20f!M de nitrate d' argent (à droite). 
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Comme dans tous les cas explorés jusqu ' à présent, la dépendance entre FLl 

(fluorescence en vert du marqueur-DCF indiquant l' accumulation d 'ERO), FSC 

(taille cellulaire) et SSC (granulosité) a été trouvée positive entre SSC et FLl , et 

négative entre FL 1 et FSC. Les graphiques sont présentés ci-dessous sur les figures 

6.6.6 et 6.6.7 respectivement. 
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Figure 6.5.7 - Dépendance entre la taille, la granulosité et les espèces 
réactives d ' oxygène obtenue spour 5, 10 et 20 ~M exposition de 

Chlorella vulgaris à nitrate d ' argent pour 30 min. 
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* Les valeurs obtenues en U. a. pour SSC et FSC ont é.té divisées à 10 pour être comparer sur un même 
diagramme. 

Les résultats obtenus montrent tout comme dans le cas des contaminants 

précédemment considérés la dépendance entre ces trois paramètres - la SSC trouvé 

croissante avec l'accumulation des ERO et la taille cellulaire FSC trouvée 

décroissante avec les ERO- respectivement avec l' augmentation de la concentration 

de nitrate d ' argent. 
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6.6 Sulfaméthazine 
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Fig. 6.6 Structure chimique de Sulfaméthazine 

Les sulfamides sont synthétiques, bactériostatiques, des agents antimicrobiens avec 

un large spectre d ' activité antibactérienne gram positives et englobant la plupart gram 

négatives de nombreux organismes. Ils sont largement utilisés à des fins 

thérapeutiques et de prophylaxie des maladies des animaux. 

Il a été démontré que le mécanisme toxique d ' antibiotiques pour les algues bleu-vert 

(cyanobactéries) peut être via l' ingérence de la synthèse des protéines (par exemple, 

le chloramphénicol) et la réplication de l'ADN (par exemple, les quinolones), mais 

chez les algues vertes, les effets toxiques sont imputables pour la plupart à l' inhibition 

de la photosynthèse impliquée dans le métabolisme (Isidori et coll. , 2005). Étant 

donné que les algues vertes sont des organismes eucaryotes et que le chloroplaste 

dans les algues vertes appartient au semi-autonome organite, les effets toxiques des 

antibiotiques pour les algues vertes pourraient être liés à l' inhibition et à l' ingérence 

des chloroplastes métabolisant (comme le processus photosynthétique et 

interdépendant synthétisant des protéines) qui perturbent la fonction de l'appareil 

photosynthétique et qui , enfin, affectent la croissance des cellules (Bradel et coll. , 

2000). 
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6.6.1 Mesures de la fluorescence chlorophyllienne 

Des mesures sur la fluorescence chlorophyllienne ont été menées à la température 

ambiante avec un fluorimètre portable Plant Efficiency Analyser (PEA, Hansatech 

Instruments Ltd) utilisé pour tous les contaminants considérés dans ce travail. Pour 

les antibiotiques examinés dans la recherche présente (Sulphaméthazine et 

Gentamicine), on a exploré une vaste gamme de concentrations d ' inhibition allant de 

0,1 à 100 ).lM afin d ' évaluer les valeurs de la demi-concentration efficace EC50 pour 

une courte durée d'exposition de 30 min . La figure suivante montre l' effet inhibiteur 

de sulphaméthazine pour chaque concentration utilisée : 
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Figure 6.6.1 -Fluorescence chlorophyllienne de Chlorella vulgaris en présence de 
sulfaméthazine à concentrations de 0.1, 0.5, 1, 3, 5, 10, 20, 50 et 100 f.LM. 

Les mesures effectuées sur le rendement photochimique montrent une baisse du 

rapport Fv/Fm et par conséquent, le flux de transport d'électrons par centre 
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réactionnel décroît. Pour les mesures du rapport Fv/Fm on a pris par considération 

seu lement le contrôle et les concentrations de 5, 10 et 20J1M, pour que les résultats 

soient comparables avec celles des autres contaminants explorés dans cette étude. 

La figure suivante représente la variation du rendement photochimique pour le témoin 

Chlore/la vulgaris et en présence de sulfaméthazine de concentrations 5, 10 et 2011-M : 
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Figure 6.6.2- Variation du rapport Fv/Fm de la fluorescence de Chlore/la vulgaris 
en présence de su lfaméthazine de concentration de 5, 1 0 et 20 ~-

a* - Les différences entre les valeurs sont trouvés importantes et les erreurs sont évalués insignifiants 

Une simulation Dose -Réponse sigmoïdale d ' après Esther van der Grinten et coll., 

2010, a été effectuée, afin de détérminer les valeurs de EC50- la demi-concentration 

d'inhibition de Sulfaméthazine et de la comparer plus lo in avec celle de Gentamicine. 

La valeur de celle dérnière a été trouvée 4.13J1M. 
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6.6.2 Mesure de la production d' ERO 
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En raison de la dirn inution de l' énergie requise pour la photochimie primaire et le 

transport d ' électrons, lors du traitement avec sulfaméthazine, une grande quantité du 

superflu d' énergie lumineuse ne peut être libérée que par dissipation de chaleur. 
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Les histogrammes obtenus préservent leur allure par rapport à l' augmentation de la 

moyenne géométrique et le déplacement vers la droite comparativement au contrôle 
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Figure 6.6.5- Variation de la fluorescence en verte (ERO) pour 
le témoin et les concentrations de SZ de 5, 10 et 20 f.LM. 

100 

Par les deux appareils - F ACSCAN et spectrofluorimètre on a constaté, tout comme 

pour autres xéno-biotiques l'accumulation des espèces réactives de l' oxygène 
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Figure 6.6.7- Approximation linéaire de la variation de la granu losité 
et les ERO en fonction de la concentration de sulfaméthazine. 
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200 250 

La granu losité a été trouvée augmentant, ainsi que le FSC diminuant en fonction de 

l'accumulation des ERO, respectivement la concentration de SZ. Le graphique est 

présenté sur la figure 6.7.8 
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Figure 6.6.8- Dépendance entre la taille, la granulosité et les espèces 
réactives d'oxygène obtenues pour 5, 10 et 20 11M d' exposition 

de Chlorella vulgaris à SZ pour 30 min. 
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* Les valeurs obtenues en U. a. pour SSC et FSC ont été divisées à 10 pour être comparer sur un même 
diagramme. 

L ' accumulation des ERO dans le cas de SZ (sulfamethazine) a été trouvée presque 

deux fois moins importante par rapport à celle lors du traitement avec GM 

(gentamicine), comme on pourrait le constater dans le paragraphe suivant de ce 

travail , ainsi que l'EC5o (EC50 de SZ évaluée à 4.13!-LM vs 2.21!-LM pour le GM), ce 

qui implique probablement une relation étroite entre l' inhibition de l'appareil 

photochimique et l ' accumulation des ERO. 



6.7 Gentamicine 
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L ' aminoglycosidique gentamicine est un antibiotique utilisé pour traiter de nombreux 

types d'infections bactériennes, en particulier celles causées par des organismes 

gram -négatifs. 

6.7.1 Mesures de la fluorescence chlorophyllienne 

Les mesures faites sur la fluorescnc CHI a, ainsi que l' estimation de la variation du 

rapport Fv/Fm (Quenching photochimique), montrent l' effet inhibiteur du GM, qui 

commence se révéler, à très faibles concentrations (1 o-7M). 
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Figure 6.7.1 - Fluorescence de Ch/orel/a vulgaris et en présence de Gentamicine 
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Tout comme dans le cas de Sulfamethazine des concentrations allant de 0.1 à 1 00~ 

ont été investiguées pour déterminer la valeur d 'EC5o. De même pour l' estimation de 

la variation du rendement quantique photochimique maximal on n' a considéré que les 

trois concentrations principales de 5, 10 et 20J1.M abordées dans cette étude (sauf 

1 'Atrazine qui est en Jlg/l), pour que les résultats puissent être comparés. 
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Figure 6. 7.2- Rendement quantique photochimique de Ch/orel/a 
vulgaris en présence de 5, 10 et 20 JlM de Gentamicine. 

a* - Les différences entre les valeurs sont trouvés importantes et les erreurs sont évalués insignifiants 

Du même la demi-concentration d' inh ibition EC50 a été trouvée, presque deux fo is 

plus faible en comparaison, celle déterminée pour le SZ. La simulation Dose-réponse, 

(d'après Van der Grinten et co ll., 201 0), utilisée pour l' éva luation de EC50 est 

présntés sur la figure 6.7.3 Tout c ' est résultats suggèrent une grande susceptibilité de 

Chlore/la vulgaris envers le GentamicLne. 
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Figure 6.7 .3 - Simu lation sigmoïdale Dose-réponse du rendement 
quantique photochimique par rapport au contrôle (en%) en fonction 

de log 10 des concentrations appliquées pour évaluer EC50. 

La concentration EC50, où est atteinte la moitié d'inhibition maximale a été trouvée 

2.21 J.!M, après une simulation dose-réponse, selon l' équation Y= Bottom +(Top-

Bottom)/(1 + lO"''((Log EC50- X)* Hil iSlope)). 

6.7.2 Mesure de la production d'ERO 

Comme dans tous les cas de polluants examinés dans cette étude le déplacement de 

pics a été observé par rapport au contrôle, atnst qu 'une augmentation 

considérablement importante de la moyenne géométrique, en comparaison pas 

$eulement avec le SZ, mais aussi avec tous les autres contaminants considérés. Ces 

résultats sont présentés sur la figure ci -contre : 



,,f.l If• ...... ~:;\. 

~--

... -
-- \ .•. ... . .. 

1'0..1 M 

o • • - .... .. ,._ 

Contrôle 

~~ .. ~~7 -

~· 

L --
·--.. -

... . .. . .. 
I'L1 H 

"'-1 · '"' o . o ..... .. 
~= 

Gentamicinc SftM 

~~e .. o":.!' -

-- ~ ·~ -,. -

... ... . .. 
rL. •·" 

o .. ...... .. .. 

-~· 

Gentamicinc 1 Of!M 

::::!'l'"~ li-: 1 
•zo 

~ 
- -
~-

, -
... ... . .. ,. ... , ..... 

.... 1 .. ..,. .. """ ..... 
Gentamicine 20!!M 07 DO 
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Dans le cas de Gentamicine sur les histogrammes est évident pas seulem(::nt le 

déplacement du p ic à dro ite comme dans tous les xéno-biotiques, mais aussi 

l' apparition d' un deuxième pic pour 20 ~M de traitement avec GM ainsi qu ' une 
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augmentation considérab le de la moyenne géométrique, correspondant à une intense 

production d'ERO. 
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Figure 6.7.5- Valeurs du FLI (moyenne géométrique, unités relatives) 
trouvées par cytomètre de flux FACSCAN (a) et spectrotluorimètre (b). 
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Des évidences expérimentales suggèrent que les stress oxydatif et nitrosatif, jouent un 

rôle important dans la néphrotoxicité de GM (Kuhad et coll., 2006). Les résultats de 

la même étude démontrent clairement le rôle essentiel des espèces réactives de 

l'oxygène dans les mécanismes de la toxicité de GM. 
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* Les valeurs obtenues en U. a. pour SSC et FSC ont été divisées à 10 pour être comparer sur un même 
diagramme. 

Nos résultats obtenus pour les ERO, la granulosité et FSC dans les cas de 

gentamicine, comparé aux autres xéno-biotiques examinées dans cette étude, 

démontrent un effet inhibiteur de GM exceptionnel sur l' appareil photosynthétique 

(EC50 trouvée 2.2 11M) et une génération des ERO très importante causant un stress 

oxydatif. 



CHAPITRE VII 

CONCLUSIONS 

• Une estimation de l ' effet toxique et inhibiteur des contaminants Atrazine, Paraquat 

(Méthyle viologène), Sulfate de cuivre, Bichromate de potassium, Nitrate d ' argent, 

Sulphaméthazine et Gentamicine sur l' algue verte Chlore/la vulgarisa été faite à 

partir de 1 ' évaluation des paramètres de la fluorescence chlorophyllienne afin 

d ' évaluer le comportement et la réponse du PSII, ainsi que la fluorescence FLl de 

DCF due à la génération des espèces réactives d ' oxygène produites lors du stress 

oxydatif causé par les polluants cités. 

• L ' algue ve1te Chlore/la vulgaris utilisée dans ce travail est caractérisée par sa 

grande sensibilité et sa réponse rapide à des inhibiteurs et ions métalliques, même à 

de faibles concentrations et à courtes durées d ' exposition, démontrées dans l'étude 

présente. 

• Les résultats obtenus montrent l' effet toxique de chacun des contaminants explorés, 

en essayant de donner une vision sur les mécanismes particuliers d ' intervention sur 

PSII et la génération des ERO. 

• Pour tous les polluants, on a trouvé un effet inhibiteur sur la chaîne du transport 

d ' électrons du PSII, manifesté par une baisse de la fluorescence Chi a et le ren­

dement quantique photochimique maximale Fv/Fm en différents degrés pour les 

différents polluants (Fig. A-1 ). 

• Pour les antibiotiques examinés dans la recherche présente (Sulphaméthazine et 

Gentamicine), on a exploré une vaste gamme de concentrations d ' inhibition allant 

de 0,1 à 100 j.!M afin d ' évaluer les valeurs de la demi-concentration efficace EC5o 
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pour une courte durée d'exposition de 30 min. Les résultats obtenus montrent une 

grande susceptibi lité de l'algue verte explorée Chlorella vulgaris envers les deux 

antibiotiques où l' effet inhibiteur sur le PSII évalué par des mesures faites sur la 

fluorescence chlorophyllienne a commencé à se révéler à très faibles concentrations 

de 1 'ordre de 10 -7M. Les valeurs trouvées de EC50 après une simulation 

sigmoïdale dose-réponse selon l'équation Y = Bottom + (Top-Bottom)/(1 + 

lO" ((Log EC50-X) * HiiiSlope)) d ' après Esther van der Grinten et coll., 2010, sont 

de 2.21~ pour le gentamicine et de 4.12 ~-tM pour le sulphaméthazine 

respectivement (Fig. A-2). 

• Pour tous les polluants, on a constaté l' accumulation d ' espèces réactives d'oxygène 

lors de l' exposition de Chlorella vulgaris à des contaminants, même sous de faibles 

concentrations (5 , 10 et 20 ~-tM) et pour une courte _période de temps (30 min) (Fig. 

A-5 , A-6). 

• Pour toutes les contaminants, on a observé une augmentation de la granulosité 

(SSC) en fonction de l' accumulation d 'ERO (approximation linéaire), 

probablement dues à l' accumu lation des formations auto-phagosomes, suite à une 

altération dans la morphologie et la complexité des algues, causée par le stress 

oxydatif subit, lors du traitement de Chlorella vulgaris avec les xéno-biotiques 

exam inées (Fig. A-3). 

• Dans l' étude présente une estimation simultanée de l'évolution de l' inhibition de 

l' appareil photochimique de Chlorella vulgaris concernant PSII, ainsi que 

l' accumulation des espèces réactives d 'oxygène a été effectuée. Les résultats 

démontrent une relation étroite entre 1' inhibition de PSII et la production des ERO, 

impliquant la diminution du facteur Fv/Fm (le quenching photochimique maximal) 

caractéristique de PSII en fonction de la génération des ERO, respectivement 

1 'augmentation de concentrations des xéno-biotiques appliqués (Fig. A-4) 
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Figure A-1 Changement de rendement quantique photochimique maximale de Ch/orel/a vulgaris 
en fonction des concentrations appliquées de 5, 10 et 20~ des différents contaminants. 

a*- Les différences entre les valeurs sont trouvés importantes et les erreurs sont évalués insignifiants 

b* Sur la figure présente la variation de Fv!Fm en présence de l' Atrazine n' est pas présentée, car sa 
concentration a été évaluée en 11g/l, à la différence des autres xéno-biotiques, dont les concentrations 
sont en 11M . 
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afm de déterminer les valeurs de EC50. 

650 

600 
li) 
Q) 

.2: 
iii 
~ 550 

"' •QJ 

:g 
2. 
·Q) 500 
~ 
0 
3 
c 
~ 450 c.:> 

400 
10 20 

--K2Cr207 
-- Methyleviologene 
__._ AgN03 
-~ CuS04 

--Atrazine • 
.-!If- Gentamic1ne 

-- Sulfamethazine 

30 40 50 60 70 

ERO (Unités relatives) 

80 

Figure A-3 Corrélation entre la granulosité et les ERO pour le contrô le et les trois concentrations 
considérées (5, 10 et 20!lhl) pour tous les contami.nants examinés. La concentration d' Atrazine* 

étant toujours en !lg/1. 



115 

0.8 ~Sulfate de 
x 
rn cuivre 

E 0.7 
QJ 

--Nitrate :J 
o-

d'argent E 0.6 
..r::: 
u 
0 o.s ...,_MV ..... 
0 

..r::: 
c. 
QJ 0.4 :J 
o- _,._ Bichromate ·.;:::; 
c 
rn 0.3 de 
:J potassium o-
..... .......sz c 0.2 
QJ 

E 
QJ 

"C 0.1 c 
QJ -+-GM a: 

0 
0 20 40 60 80 

ERO a* 

Figure A-4 Diminution de rendement quantique photochimique maximale de Ch/orel/a 
vulgaris en fonction de la génération des ERO pour les concentrations appliquées de 5, 10 

et 20!1-M des différents contaminants.* 

a* Sur la figure présente la variation de Fv/Fm en présence de l' Atrazine n' ai pas présentée, car 
sa concentration a été évaluée en flg/1, à la différence des autres xéno-biotiques, dont les 

concentrations sont en flhl. 
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Figure A-5 Importance des ERO (U. a.) lors de contamination des algues avec des xéno-biotiques 
pendants 30 min. pour le contrôle et trois concentrations de 5, 10 et 20~-tM. Mesures faites sur 

FACSCAN . . La concentration d ' Atrazine* étant toujours en ~J.g/1. 

Spectrofluorimètre 

Figure A-6 Figure A-4 Importance des ERO (U. a.) lors de contamination des algues avec des 
xéno-biotiques pendants 30 min. pour le contrôle et trois concentrations de 5, 10 et 201J.M. 
Mesures faites sur Spectrofluorimètre. La concentration d' Atrazine* étant toujours en ~J.g/ l 
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