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RÉSUMÉ 

Le cadmium (Cd) représente un des plus dangereux métaux contaminant 
l'environnement aquatique via les effluents d'eaux usées. Pour les organ ismes vivants, ce 
polluant peut deveni r toxique à des concentrations fa ibl es en raison de ses propriétés non 
essentielles pour les processus physiologiques cellulaires. Pour une appli cation 
d'assainissement des eaux usées contaminées aux métaux, les effets de la bioaccumulation de 
Cd ont été comparés entre les algues vertes C reinhardtii et C acidophila dans le but de 
sélectionner l'espèce la plus résistante au Cd. En considérant le rôle du pH pour la spéciation 
des métaux dans le milieu et donc leur disponi bili té pour les organi smes vivants, la 
bioaccumulati on et les fonctions cell ulaires et biochi miques ont été analysées et comparées 
lorsque les algues étaient exposées pendant 72 heures aux différentes concentrati ons de Cd 
(50-600 ~LM ) correspondant à 6. 173 , 12.383, 24 .887, 50.2 12 et 75 .954 ~LM en ion lib re de 
Cd2+ à pH=7 et correspondant à 16.572, 50.629, 11 8.640, 252.940 et 384.870 ~M en ion libre 
de Cd2+ à pH=4. L'espèce C reinhardtii a montré une capacité d'accumul ation intracellul aire 
en Cd plus élevée par rapport à C. acidophila. La division cellulai re et le transport des 
électrons photosynthétiques dépendant de l'accumul ation intrace ll ulaire en Cd ont montré 
une réduction lors de l'exposition aux concentrations plus élevées de Cd chez C. reinhardtii 
indi quant la fa ibl e to lérance de cette espèce contre les effets toxiq ues de Cd. Les 
changements cellul aires plus élevés dans la tai ll e et la granulosité chez C. reinhardtii 
s'expliquent par l' inhi bition de la division cell ulaire et les dommages cell ul aires. Mais 
l'acti vité des enzymes estérases reste élevée chez C reinhardtii ma lgré l' accumul ation 
maximum de Cd à 24h, montrant leur participati on à la détoxicati on du Cd. À fa ible pH, 
l'exclusion à la suite de la compétition des ions de H+ avec les ions de Cd2+ pour la li aison à 
la surface d'al gue a empêché l'accumul ati on intracellulaire en Cd chez C. acidophila. Les 
changements plus élevés dans la granul osité à 48h indiquent probablement l'exclusion. Donc, 
1 'accumul ation du Cd en dehors du cytosol entrai ne les débris de membrane puis une 
augmentation significati ve de la granul os ité et la diminution de l'intensité de la fluorescence 
de Fluorescéine (FDA) à cause de la membrane endommagée. Par conséquent, ces résultats 
montrent les lim itati ons dans l' utili sati on de ces souches d'algues vertes sous deux différents 
pH, dans une approche d'assainissement des eaux usées . 

Mots clés : Cadmium, bioaccumulation, algue verte, Chlamydomonas re inhardtii, 
Chlamydomonas acidophila, paramètres cellulaires, cytotoxici té. 



INTRODUCTION GÉNÉRALE 

Les humains peuvent être à ri sque d'exposition aux métaux non essentiels 

dépandamment de la voie d'exposition et de la dose. Les voies d'exposition les plus courantes 

sont 1 'exposi tion par la chaine alimentaire et 1 'eau potable, comme par exemple la 

consommation des végétaux contaminés en Cd ou des fruits de mer contaminés en Hg 

(Adriano et al., 2005). Il a été prouvé que le plomb, le cadmium et le mercure peuvent causer 

de graves dommages aux systèmes nerveux et aux reins (Bernard, 20 Il). Les sources 

naturelles et les sources anthropiques sont deux sources fondamenta les d'entrée des métaux 

dans 1 'environnement (Adriano et al. , 2005 ; Gadd, 2009) qui représentent une menace pour 

la santé des écosystèmes, des micro-organismes et la qualité des eaux douces . Par 

conséquent, la décontam inati on des eaux polluées aux métaux est nécessaire pour avoir accès 

à l'eau potable non contaminée comme étant le plus important besoin humain . 

Il existe plusieurs méthodes conventionnel les pour l'élimination des métaux avec des 

avantages et des désavantages qui sont définis selon leurs efficaci tés, la nécessité et la 

quantité des produits chimiques comme des réactifs et auss i 1 'énergie. Les méthodes 

biologiques sont intéressantes parce que les microorgani smes sont capables d'accumuler les 

polluants organiques et inorganiques (Eccles, 1999). L' utilisation des algues pour 

l'assainissement des eaux usées ne conduit pas à la pollution secondaire comme celle qui 

vient des méthodes conventionnelles pour le traitement des eaux usées ; en fait elles uti li sent 

1 'azote et le phosphore inorganiques pour leur croissance (Abdel-Raouf, AI-Homaidan et 

Ibraheem, 2012). En plus, de nombreuses études ont montré la capacité des algues à éliminer 

les métaux ainsi que certains composés organiques toxiques (Wang et al. , 2007; Zhang et al., 

20 Il). Par ai lieurs, la biomasse produite peut être utilisée pour différentes app lications parmi 

lesquelles la production de biogaz et d'énergie par la digestion de la biomasse (en l'absence 

d'oxygène) en CH4 et C02 (Mufioz et Guieysse, 2006). 
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Dans notre travail , pour une application d'assainissement des eaux usées contaminées 

aux métaux, la capacité d'accumuler le Cd a été comparée entre deux espèces de 

Chlamydomonas, C. reinhardtii etC. acidophila. Les effets induits par la bioaccumulation de 

Cd ont été comparées entre ces deux algues vertes dans le but de sélectionner l'espèce la plus 

appropriée pour accumuler le Cd et la plus résistante aux effets toxiques du Cd. Le pH a été 

testé comme un facteur influençant la spéciation des métaux en solution, donc la 

biodisponibilité et les effets toxiques du Cd. 

Mon mémoire est organisé en quatre chapitres principaux. Dans le premier chapitre, les 

contextes environnementaux ont été discutés, comme la qualité de l'eau qui a été détériorée 

au cours des deux derniers siècles par les métaux; les rai sons de la sélection du Cd pour cette 

étude, la gestion de la pollution environnementale et les technologies d'assainissement de 

1 'eau. La problématique et l'objectif de cette recherche ont aussi été discutés dans ce chapitre. 

Dans le deuxième chapitre, la biochimie des algues vertes a été discutée telle que la capacité 

des cellules végétales à répondre à la contamination métallique, les critères de la sélection des 

algues ve1tes, spécifiquement les genres de Clamydomonas, les mécanismes des effets 

toxiques du cadmium au niveau cellulaire, les indicateurs cellulaires et biochimiques de 

toxicité, les mécanismes de réponse au stress envers le cadmium, la photosynthèse et son 

importance sur notre planète. Dans le troisième chapitre, les approches méthodologiques ont 

été présentées concernant la fluorescence chlorophyllienne comme un marqueur de toxicité et 

la cytométrie en flux comme une méthode rapide de la mesure des fonctions cellulaires et 

biochimiques. Finalement, les résultats obtenus dans cette étude ont été présentés dans le 

quatrième chapitre. 



CHAPITRE I 

LE CONTEXTE ENVIRONNEMENT AL 

1.1 La contamination des eaux usées par les métaux 

Plusieurs métaux sont essentiels à la vie biologique pour croître et bien se développer 

en raison de leur nécessité en petite quantité. Concernant la nutrition des plantes, les métaux 

tels que Fe, Cu, Zn, Mn, Mo sont considérés comme des métaux essenti els (Adriano el al. , 

2005). Les métaux lourds représentent un groupe des éléments avec la densité de plus dè 5 

gr/cm3 et qui causent des effets toxiques chez les microorganismes vivants (Gadd, 2009). 

Les sources naturelles comme les minerais, les sols volcaniques, et les sources 

anthropiques comme les polluants agricoles, la métallurgie, la production d'énergie, 

l'extraction des minerais , les processus nucléaires, les effluents industriels et les composés 

organométalliques sont deux sources fondamentales d'entrée des métaux lourds dans 

l'environnement (Adriano et al., 2005 ; Gadd, 2009). Il existe quelques voies par lesquell es 

les systèmes des eaux douces peuvent être contaminés tell es que le drainage, 1 'émission 

directe et la sédimentation. Normalement, la contamination de l'environnement est plus 

sévère dans les pays développés à cause d"une population plu él vée (Adriano et al., 2005). 

Par exemple, il a été estimé que les concentrations de Cd dans le cortex rénal et de Pb dans 

les os concernant la population générale des pays développés étaient plus élevées que les 

niveaux préindustriels (Bernard, 20 Il ). 

La biodisponibilité se définit par le potentiel qu 'ont les organismes vivants 

d'absorber les produits chimiques de l'environnement de sorte qu ' ils peuvent être impliqués 

dans le métabolisme de l'organisme par interaction avec une cible biologique (Adriano et al., 

2005). Les espèces cationiques mobiles peuvent être accumulées dans les cellules par 
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différentes façon s tell es que la liaison intracellulaire, la précipitation, la transformation et la 

translocation en des structures spécifiques. Les métaux sont absorbés par les cellules via des 

canaux de façon passive par la perméabilité de la membrane cellulaire et par le transport 

spécifique consommant 1 'énergie métabolique. D'autres mécanismes d'accumulation des 

métaux impliquent les sidérophores ayant une très forte affinité pour l' ion Fe3
+ et le transp01t 

actif des métaux avec les substrats organiques (Gadd, 2009). 

Certains processus microbiens sont capables de solubili ser les métaux augmentant leur 

biodisponibilité et leur potenti el de toxicité, tandi s que l' immobilisati on des métaux par 

d'autres processus provoque la réduction de la biodisponibi lité des métaux. La mobi li sation 

des métaux peut être effectuée par 1 'extraction autotrophique et hétérotrophique, la chélation 

par les métabo lites des organismes vivants et les sidérophorcs, la méthylation entraînant la 

volat ilisat ion, les réacti ons redox et la biodégradation des complexes organo-rad ionucléides . 

L' immobilisati on des métaux est le résultat de sorption avec les peptides capables de li er les 

métaux, de l'accumu lation intracellulaire, de la précip itati on organique et inorganique, de 

l'adsorption et du pi égeage par des co ll oïdes et des pa1t icules, de la réduction 

microbiologique des espèces avec les valences plus élevées (par exemple de Mn(IV) à 

Mn(II)). Dans le cadre de la remédi ation des milieux pollués, la solubilisati on est une 

méthode permettant l'enlèvement des métaux à partir de matrices so lides comme les 

sédiments et les déchets industriels en changeant les métaux en une fo rme insoluble et 

chimiquement inerte (Gadd, 2009). 

1.2 Le métal étud ié 

Malgré les effets nocifs connus pour la santé humaine, l'exposition de pl us en plus 

nombreuse aux métaux, spécialement dans les pays les moins développés, continue (Jarup, 

2003). Les métaux se trouvent dans l'atmosphère, le so l et l'eau et même aux concentrations 

fa ibles pouvant causer de graves problèmes à tous les organismes vivants, et leur 

bioaccumulation dans la chaîne ali mentaire peut être dangereuse (Sanità di Toppi et 

Gabbrielli, 1999). 

Le cadmium est un métal non-essentiel que son effet nuisible peut influencer la 

croissance et le développement des plantes (Sanità di Toppi et Gabbrielli , 1999). L'utilisation 
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principale du cadmium est dans l' industri e métall urgiq ue pour galvaniser l'acier dans le but 

de le protéger contre la corrosion . L'eau potabl e peut être contaniinée en Cd par les tubes 

galvanisés, les soudures pour les accords, le chauffe-eau, les refroidisseurs de l'eau et les 

robinets (World Health Organ ization, 201 1). Les composés du cadm ium sont utilisés comme 

un stabilisant dans les produits en PVC, plusieurs alli ages et dans les batteries rechargeables 

de nickel-cadmium (Hirup, 2003). Comme le plomb, le cadmium est l' un des métaux les plus 

toxiques pour l' organisme humain. Le cadmium est surtout toxique pour les reins et lors de 

1 'exposition chronique au Cd, les reins sont le premi er organe montrant les signes de toxicité 

(Bernard, 20 Il). 

La li bération du Cd dans 1 'environnement vient de la centrale électrique, des systèmes 

de chauffages, des industries méta ll urgiques, des incinérateurs de déchets, de la circulation 

urbaine et des usines de ciment. Le tabl eau 1.1 montre les sources anthropiques et les 

quanti tés d'émi ss ion du cadmium dans 1 'atmosphère et dans le sol par année (Benavides, 

Gallego et Tomaro, 2005 ; Sanità di Toppi et Gabbrielli , 1999). L'émission de cadmium a 

augmenté de façon spectaculaire au cours du 20eme siècle (Jarup, 2003). 

Dans cette étude, la bioaccumulati on en Cd et les effets sur les fonctions ce li ulaires et 

biochimiques ont été analysées chez les algues vertes parce que c'est un métal toxique 

comme modèle d'étude. Selon ln ven taire nati onal des rejets de poli uants (lN PR) en 2010, 

2670 kg de Cd ont été rejetés dans l'eau, dont 45% par les réseaux d'aqueduc et d'égout et 

26% par les usines de pâtes à papier et de carton. En 20 10, la majorité des rejets de cadmium 

dans l'eau prévenaient des provinces de l'Ontario, de la Colombie-Britannique et du Québec 

(lNPR). elon les recommandations pour la qualité de l'eau potable au Canada, la 

concentration maximale acceptable pour le cadmium est de 5 iJ.g/L. 
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Tableau 1.1 Les sources anthropiques et les quantités de l' émission du cadmium dans 

l' atmosphère et dans le sol par année (Modifié -d'après Nriagu et Pacyna (1988), 

conformément à Mhatre et Pankhurst ( 1997). 

Émiss ion anthropique de Cd 
Atmosphère 
Production d'énergie 
Fusion des métaux et raffinage 
Industrie manufacturière 
Incinération des déchets 
Total 
Sol 
Déchets agricoles 
Exploitation forestière et déchets de 
bois 
Détritus urbain 
Eaux usées municipales et déchets 
organiques 
Déchets solides de la fabrication des 
métaux 
Cendres de charbon 
Engrais et tourbe 
Produits jeté 
Retombées atmosphériques 
Total 
Total global 

103 tonnes 1 année 

0.79 
5.43 
0.60 
0.75 
7.57 

2.20 
1.10 

4.20 
0.18 

0.04 

7.20 
0.20 
1.20 
5.30 
21.62 
29.19 
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1.3 Les technologies d'assainissement de l'eau 

La gestion de la pollution environnementale des eaux usées a été un sujet d' actualité, 

spécialement au cours des deux derniers siècles (Eccles, 1999). La Figure 1.1 montre un 

système du traitement des eaux usées. L'élimination de la demande biochimique en oxygène 

(DBO), deN et P, des matières en suspension, des coliformes et des bactéries est l'objectif 

principal de l'assaini ssement des eaux usées. La demande biochimique en oxygène (OBO) est 

la quantité d 'oxygène molécul aire que les microorganismes utilisent pour oxyder les matières 

organiques en C02 et en eau. Par conséquent, la DBO va causer une chute de 1 'oxygène 

di ssous dans le milieu aquatique conduisant un manque de l'oxygène et la mort des poi ssons. 

La présence des substances nutritives (1 ' azote et le phosphore) va causer 1 'eutrophisation 

conduisant à l'augmentation indésirable de la croissance des algues (Abdei-Raouf, AI

Homaidan et lbraheem, 20 12). 

La première étape du traitement des eaux usées est l'élimination de la maj eure partie 

des matériaux tel que le bois et les grains lourds. En passant, l' effl uent dans le réservoir et les 

matériaux en suspension vont sédimenter. La réduction de la DBO en éliminant les matières 

organiques constitue le traitement secondaire des eaux usées. Le traitement tertiaire des eaux 

usées comprend l' élimination des ions métalliques, de l' ammon ium, du nitrate et du 

phosphate et des composés organiques toxiques. La destruction des agents pathogènes va être 

réali sée par l'étape de la désinfecti on des eaux usées (Abdei-Raouf, AI-Homaidan et 

lbraheem, 20 12). 
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Figure 1.1 Un système du traitement des eaux usées (d'après Abdei-Raouf, AI-Homaidan, 

fbraheem, 20 12). 

La décontamination des eaux polluées par les métaux implique l'élimination des ions 

métalliques non-essentiels à partir du milieu. Plusieurs métaux est libérée dans 

l'environnement par les industries de galvanoplastie, l'opération de la finition des métaux, la 

production des circuits électroniques, l'acier et les processus non ferreux et les industries 

pharmaceutiques (Eccles, 1999). 

Plusi urs rn ' thodes conventionn Il sont d 'montr' l'élimination d s métaux à partir d 

solutions aqueuses telles que l'échange d'ions, l'électrolyse, la précipitation, la filtration et 

l' évaporation. La précipitation en augmentant le pH de l' effluent (par l' ajout de la chaux) est 

coflsidérée comme la méthode la plus simple et la moins chère pour éliminer les métaux. La 

Figure 1.2 montre comment en augmentant Je pH de 1 ' effluent liquide, le fer est le premier 

métal qui est précipité avant d'autres métaux. Cette méthode n'est pas sélective en raison de 

la production d 'une grande quantité de dépôts solides (Fabiani, 1992). 
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Figure 1.2 La précipitation de différents métaux en ajoutant la soude caustique (d 'après 

Fabiani, 1992). 

Dans la méthode de l'échange d' ions, les ions sont échangés entre une solution et un 

solide qui est normalement une résine. Les résines peuvent se régénérer plusieurs fois et les 

effluents finaux ont de faibles concentrations en métaux. Dans la méthode d'électrolyse, les 

métaux sont séparés et aucun réactif n'est nécessaire. D'autres méthodes telles que les 

processus membranaires, 1 'osmose et l'osmose inverse, la dialyse ou l'électrodialyse sont 

auss i utili sées dans des appli cati ons très spéciali sées. L'efficac ité des processus 

membranaires est limitée par les problèmes de débit et d' instabili té dans les conditi ons ac ide 

et salée. L'adsorption est une méthode re lati vement si mple et les adsorbants industriels tels 

que le carbone actif, le gel de si li ce et l'alumine présentent une grande surface pour 

l' adsorption des impuretés de liquide (Aderhold, Williams et Edyvean, 1996). La 

performance de certaines méthodes de séparation des métaux a été présentée dans le tableau 

1.2 (Eccles, 1995). 

En conséquence, les méthodes conventionnelles de séparation des métaux à partir de 

solutions aqueuses comme la précipitation chimique et 1 'osmose inverse demandent de 

grandes quantités de réactifs et d'énergie, ce qui limite l' utilisation pratique de ces méthodes 
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avec de faibles concentrations en métaux. Les méthodes biologiques sont intéressantes, car 

les microorganismes sont capables d'accumuler les polluants organiques et inorganiques 

(Eccles, 1999). La biosorption et la bioaccumulation des métaux par les microorgani smes ne 

sont pas nouveaux et la différence entre les deux a été expliquée par Eccles ( 1995). La 

biosorption a été défi nie comme l'absorption pass ive et la coordination des ions métalliques 

par la biomasse microbienne. Tandis que la bioaccumulation a été considérée comme 

l'absorption des métaux par les cellules vivantes (Eccles, 1995). La biosorption est un 

exemple spécifique d' adsorption où les espèces chimiques sont liées aux biopolymères 

(Aderhold, Williams et Edyvean, 1996). 

1.3. 1 L'utilisation des algues dans l'assainissement des eaux usées 

Le rejet des effluents domestiques, industriels et agricoles dans les eaux naturelles est 

chargé en azote, phosphore inorganique, en métaux et en matières organiques . Cette 

contamination des eaux usées qui n'est pas traitée complètement par les processus primaires 

et secondaires va causer des problèmes environnementaux comme l'eutrophisation des 

cours d'eau. L'utilisation des cultures d'algues pour le traitement des eaux usées est très 

récente par la production de souches en grande quantité tell es que Chlorella et Dunaliella. 

L'utilisation des algues pour l'assain issement des eaux usées ne conduit pas à la pollution 

secondaire; en fait elles utilisent l'azote et le phosphore inorganique pour leur croissance. En 

plus, de nombreuses études ont montré la capacité des algues à éliminer les métaux ainsi que 

certains composés organiques toxiques. Par exempl e, la capacité de C reinhardtii a été 

proposée comme une approche biotechnologique intéressante pour la décontamination des 

polluants organiques (Abdei-Raouf, Al-Homaidan et lbraheem, 2012 ; Wang et al., 2007 ; 

Zhang et al. , 20 Il ). Par ai lleurs, la biomasse produite peut être utilisée pour la production de 

biogaz et la production d'énergie. L'utilisation de la biomasse obtenue par les traitements des 

eaux usées industrielles est rarement appropri ée pour la production d'aliments ou de produits 

chimiques comme l'engrais en raison de l'existence des métaux lourds et des contaminants 

organiques toxiques (Muf\oz et Guieysse, 2006). Muf\oz et ses coll ègues (2005) ont utilisé 

différentes sortes d'algues et de bactéries pour la biodégradation de 1 'acétonitrile avec une 

grande efficacité et en produisant du CH4. Tandis que, dans le traitement utilisant seulement 

les bactéries, la production de biogaz a été libérée sous forme de C02 (Mufioz et al., 2005). 
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Tableau 1.2 La performance de certaines méthodes de séparation des métaux (d 'après 

Eccles, 1995). 

Technologie Caractéri stiques de performance 
Changement Sélectivité du Influence Tolérance Niveau de 
de pH métal des matières aux travail pour 

en molécules le métal 
suspension organiques approprié 

(m r ') 
Adsorption (e.g. Tolérance Modérée Encrassée Peut être <10 
GAC) limitée empoisonnée 
Électrochimique Tolérant Modéré Peut être Peut être >10 

machiné équipé 
pour tolérer 

Échange d'ion Tolérance Résines de Encrassé Peut être < lOO 
limitée chélation empoi sonné 

peuvent être 
sélective 

Membrane Tolérance Modérée Encrassée Intolérant > 10 
limitée 

Précipitation : 
a) Hydroxydes Tolérant Non sélectif Tolérant Tolérant >10 
b) Sulfures Tolérance Sélectivité Tolérant Tolérant >10 

limitée limitée 
(dépendance 
du pH ) 

Extracti on par Certains Métal- Encrassée 1 ntolérant > lOO 
solvant systèmes, sélectif 

tolérance en (extraction 
pH di s12onible) 

GAC : granulated activated carbon 

La Figure 1. 3 montre un système combiné utilisant une culture d'al gue pour le 

traitement des eaux usées et la production de biocarburant à part ir de la biomasse créée 

(Sivakumar et al., 2012). 
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Les métaux sont séquestrés dans les cellules d 'algues de manière acti ve (channel

mediated) et passive (biosorption) (Das, Vimala et Karth ika, 2008 ; Sheng et al. , 2004), et il s 

sont accumulés dans la cellule, à l'intérieur de la vacuole cellulaire, afin de réduire les effets 

toxiques induits par les ions métalliques libres. Les espèces d'algues sont di fférentes dans leur 

capacité à accumuler et à s'adapter aux effets des métaux (Baumann, Morrison et Stengel, 

2009 ; Juneau, El Berdey et Popovic, 2002 ; Lavoie et al., 2009 ; Nishikawa, Onodera et 

Tominaga, 2006 ; Perreault et al., 201 0). 
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Figure 1.3 Représentation schématique de l'utilisation des algues pour le traitement et la 

production de biocarburant, un système combiné (d 'après Sivakumar et al. , 2012). 

1.3.2 Les systèmes de traitement des eaux usées en utilisant les algues 

Les algues peuvent être utilisées dans le traitement des eaux usées pour l'élimination 

des coliformes fécaux et des bactéries, la réduction de la demande biochimique ou chimique 

en oxygène (DBO, DCO), l'élimination deN ou de P, et également pour l'élimination des 

métaux lourds (Abdel-Raouf, Al-Homaidan et lbraheem, 2012). 
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Les critères de base pour planifier les photobioréacteurs pour le traitement des 

effluents et pour cultiver les algues sont les mêmes. On demande une grande efficacité pour 

l'utilisation de la lumière, un bon mélange, un faible stress hydrodynamique sur les cellules 

d'algues photosynthétiques, un faible risque de contamination, un espace minimal nécessaire, 

une facilité de nettoyage, une consommation d' énergie économique et une facilité à contrôler 

la température de la culture (Pulz, 2001 ; Ugwu, Aoyagi et Uchiyama, 2008 ; Xu et al., 

2009). 

Les organismes photosynthétiques peuvent être cultivés dans les réacteurs ouverts ou 

fermés. Cyanotech Corp à Hawaii et Earthrise Farms en Californie sont deux compagnies qui 

cultivent les cultures à grande échelle en système ouvert (Figure 1.4 A et B) (Munoz et 

Guieysse, 2006; Richmond, 2004; Spolaore et al., 2006). 

A B 

Figure 1.4 Culture commerciale de Spirulina cultivée par Cyanotech Corp, Hawaii (A) et de 

Arthrospira cultivée par Earthrise Farms, Cali fornie (B) (Munoz et Guieysse, 2006 ; 

Richmond, 2004; Spolaore et al., 2006). 

La perte de l'eau par évaporation, la contamination, un grand espace nécessaire, le 

risque de prédation, un faib le contrôle sur la volatilisation des polluants et sur les conditions 

de croissance sont des désavantages concernant les systèmes ouverts par rapport aux 

photobioreacteurs fermés (Borowitzka, 1999; Munoz et Guieysse, 2006; Pulz, 2001). Ces 
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systèmes commerciaux sont ouverts parce que les systèmes fermés sont plus chers en raison 

de la nécessité des matériaux transparents tels que le plexiglas, le. verre, Je PVC et certains 

d'entre eux sont difficiles à développer à grande échell e. D'un autre côté, l'uti lisation de la 

lumière artificie lle entraine des coûts élevés par rapport aux systèmes ouverts qui utilisent la 

lumière du soleil (Borowitzka, 1999; Mufioz et Guieysse, 2006). 

co2 enriched air 

(A) 

Exhaust Air 

(8) 

Exhaust Air 

co2 enriched air 

Exhaust Air 

C~ enriched Air 

(() 

Figure 1.5 Représentation schématique des photobioréacteurs fermés (tubular, flat plate) 

pour la culture des algues et leur al imentation par l'air enrichie en C02. (A) une spirale 

verticale (B) une colonne tubulaire inclinée et (C) une plaque plane verticale (d'après 

Tredici, 1 999). 

Les photobioréacteurs fermés sont souvent connus comme tubular or flat plate 

disposés de manière horizontale, inclinée, verticale ou en spirale (Figure 1.5) (Mufioz et 

Guieysse, 2006 ; Tredici, 1999). La réduction du trajet de la lumière et 1 ' augmentation de la 

quantité de la lumière disponible sont deux principaux facteurs permettant de planifier tous 

les modèles. Les algues photoautotrophes, mixotrophes et hétérotrophes peuvent être 

cultivées dans les systèmes fermés (Borowitzka, 1999). Les photobioréacteurs tubulaires 

(Figure 1.6) sont les plus faciles à utiliser à grande échelle en augmentant la longueur et le 

nombre des tubes (Abde1-Raouf, A1-Homaidan et Ibraheem, 2012 ; Borowitzka, 1999 ; 

Mufioz et Guieysse, 2006). Ces photobioréacteurs sont constitués de tubes transparents en 

verre, en PVC et en plexiglas permettant l'accès de la lumière dans lesquels les algues 
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peuvent croître. Les diamètres des tubes sont limités de 24 mm à 24 cm et les diamètres 

étroits sont préférés pour avoir de meilleures propriétés hydrodynamiques et une meilleure 

productivité. À l'aide des pompes, les cultures d'algues peuvent circuler. Une unité 

d'échange de gaz fournit le C02 et retire l'oxygène photosynthétique. Ces systèmes 

permettent le contrôle de la température. Il faut ajouter que ces photobioréacteurs présentent 

quelques problèmes concernant le contrôle du C02 et de 1'02, le contrôle de la température et 

de la croissance des algues sur la surface interne des tubes qui affectent la productivité des 

algues (Abdei-Raouf, Al-Homaidan et Ibraheem, 2012). L'efficacité de l'utilisation de la 

lumière dans les photobioréacteurs tubulaires est plus élevée que les autres (jlatplate) parce 

que la surface du réacteur est plus grande par unité de surface occupée (Mufioz et Guieysse, 

2006 ; Tredici et Zittelli, 1998). 

Figure 1.6 Photobioréacteurs tubulaires représentant des tubes horizontaux (d'après Abdel

Raouf, AI-Homaidan, Ibraheem, 2012). 
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1.4 Problématique et objectif de recherche 

1.4.1 Problématique 

Les métaux sont des polluants persi stants et le Cd représente l'un des métaux les plus 

toxiques pour la santé humaine en causant de graves dommages au système nerveux et aux 

reins (Bernard, 2011 ). Les déchets rejetés de 1 ' industrie contribuent à la pollution des 

écosystèmes aquatiques par leurs teneurs en métaux comme le Cd. Ce métal non essenti el 

pour les processus phys iologiques cellulaires peut être toxique chez les végétaux supérieurs 

et les algues à de fa ibl es concentrations par leur fi xation sur les groupes thi ol (SH), le 

déplacement ou le remplacement des métaux essentiels à leurs sites mol éculaires (Mason et 

Jenkins, 1995 ; Stoiber, Shafer et Armstrong, 201 0). La phycoremédi ation des eaux polluées 

en métaux implique l'é liminati on des ions non essentiels métalliques à partir du milieu à 

l'aide des microal gues. Les microalgues sont connues pour avoir la capac ité d' absorber et de 

séquestrer en grande quantité des métaux dans leurs cellules. Cependant, les espèces d'algues 

ont une différence dans leur capac ité à accumul er et à séquestrer les métaux (Baumann, 

Morri son et Stengel, 2009 ; Juneau, El Berdey et Popovic, 2002 ; Lavoie et al. , 2009 ; 

Nishikawa, Onodera et Tominaga, 2006 ; Perreault et al., 2010). Tant que le métal est 

accumulé à l'intéri eur de la cellul e, les effets délétères induits par les ions métalliques 

toxiques peuvent limiter la capac ité de la cellule à accumuler les métaux. Par aill eurs, le pH 

joue un rôle important pour la spéciation et la disponibilité des métaux pour les organismes 

aquatiques (Nishikawa et Tominaga, 2001). La disponibili té d'un métal dans le milieu acide 

est plus élevée, bien que la coll)pétition des ions de H+ pui sse réduire et empêcher la liai son et · 

le transport des métaux (Gadd, 2009). Par conséq uent, pour la sélecti on des es pèces d'algues 

les plus appropriées dans une approche d'assainissement des eaux usées, à la fois la capacité 

de la cellul e à accumuler les métaux et sa to lérance contre les effets toxiques des métaux 

doivent être considérées avec les conditions du milieu tel les que le pH et la température. 

1.4.2 Objectif de recherche 

Le principal objectif consiste à déterminer la bioaccumulation intracellulaire et les 

effets induits par les ions métall iques de cadmium chez les algues vertes Chlamydomonas 

reinhardtii et Chlamydomonas acidophila. Notre hypothèse est que l'efficacité de 

bioaccumulation en Cd dépend de l'espèce, des conditions de pH, de la concentration et du 
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temps d'exposition en Cd. Donc, nos objectifs spécifiques sont: 1- La détermination de la 

bioaccumulation intracellulaire pour deux espèces d'algues vertes, C. acidophila et C. 

reinhardtii, lorsqu'elles sont exposées aux différentes concentrations de cadmium à pH 7 et 

pH 4; 2- La détermination des effets du Cd sur les fonctions cellulaires et biochimiques; 3-

La détermination des avantages et des désavantages concernant les deux espèces pour une 

approche en assainissement des eaux usées. 



CHAPITRE II 

LA BIOCHIMIE DES ALGUES VERTES 

2. 1 La cellul e végétale 

Les organismes vivants sont capables de répondre à la contaminati on métallique par 

di ffé rents mécanismes moléculaires. Concernant les espèces iso lées, cette question est 

toujours posée si elles peuvent croître en présence de métaux lourds ou non. Le mot 

«tolérance» de l'organisme peut être utili sé à la suite des propriétés structurales ou 

bi ochimiques, comme par exemple l'existence d' une paroi cellul aire imperméable, une 

bicouche de polysaccarides extracell ulaire et l'excrétion (Gadd, 2009). 

2.1.1 L'algue verte comme modèle d'étude 

Chlamydomonas est un genre d'algue verte uni ce ll ulaire connu comme un organi sme 

modèle qui possède un cycle simple de vie. On peut fac ilement isoler des mutants de cette 

espèce d'algue pour des études de génétique moléculaire. La Figure 2. 1 montre une cellul e de 

Chlamydomonas caractérisée par deux flage lla, un chloroplaste entourant un ou plusieurs 

pyrénoïdes et une paroi cellulaire. La tai lle et la fo rme de l' organisme, la fo rme du 

chloroplaste et des pyrénoïdes, la longueur du flagelle ainsi que le nombre et la position des 

vacuoles sont différents entre les espèces de Chlamydomonas (Harris, 2001 ). 
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Figure 2.1 Représentation schématique d'une cell ule de Chlamydomonas reinhardtii ; V, 

vacuole ; F, flagella ; N, noyau ; Nu, nucléoles ; S, amidon ; P, pyrénoïde ; Es, ocelle; C, 

chloroplaste; St, stroma ; T, thylacoïde (d 'après Dent, Han et Niyogi, 2001). 

Chlamydomonas est un genre spécial concernant sa capacité de croissance rapide, soit 

hétérotrophe, soit photoautotrophe. Par conséquent, il est possible d' isoler les souches qui 

n'ont pas besoin de réaliser la photosynthèse (Davies et Grossman, 1998). De telles souches 

peuvent rapidement croître à 1 'obscuri té ainsi que sous la lumière faible en présence d' une 

source de carbone comme 1 'acétate (Rochaix, 1995). D'après Da vies et Grossman (1998), 

Chlamydomonas représente un modèle de grande valeur pour les études de la photosynthèse 

et, en mentionnant d'autres articles, ils ont expliqué les avantages de Chlamydomonas en 

comparant avec les plantes vasculaires et les cyanobactéries. La forme unicellulaire et la 

petite taille de Chlamydomonas facilitent les études biochimiques et biophysiques de la 

photosynthèse. Chlamydomonas possède un système de donneurs et d'accepteurs d'électrons 

dans la chaîne de transport d'électrons photosynthétiques. Aussi, c' est possible d' utiliser 

facilement les cultures liquides de Chlamydomonas pour les analyses de fluorescence et 

spectroscopiques. En exposant les cellules aux différentes conditions environnementales, les 
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conditions de croissance de Chlamydomonc:s peuvent être rapidement modifiées pour évaluer 

les effets environnementaux sur la photosynthèse. Par ailleurs, la culture de cellules de 

Chlamydomonas représente une population quasiment homogène. La transformation du 

génome est facile et introduire l'ADN est possible, soit dans Je noyau, soit dans Je génome 

chloroplastique (Davies et Grossman, 1998). Tous les paramètres expliqués ci-dessus 

justifient la sélection de différentes espèces de Chlamydomonas dans cette étude pour 

déterminer 1 'espèce la plus appropriée dans une application d'assainissement des eaux usées. 

C. reinhardtii est connu comme un modèle biologique pour les études de la 

photosynthèse et l'étude des réponses d'adaptation au niveau cellulaire, physiologique, 

biochimique et moléculaire parmi les organismes photosynthétiques (Hanikenne, 2003 ; 

Mendez-Aivarez, Leisinger et Eggen, 1999). C. reinhardtii est un organisme eucaryote 

unicellulaire avec un taux de croissance rapide (le temps de duplication est moins de 10 h) et 

qui est capable de réaliser la photosynthèse ainsi que la croissance hétérotrophique. C. 

reinhardtii est un organisme haploïde, donc le phénotype se manifeste immédiatement et la 

transformation du génome nucléaire, mitochondrial et du chloroplaste est facile (Dent, Han et 

Ni yogi, 2001 ). Le type sauvage de C. reinhardtii peut facilement croître dans Je milieu 

liquide ou l'agar à pH neutre sans besoi n de vitamines supplémentaires ou d'autres cofacteurs 

(Harris, 1989). L'acétate, comme une source de carbone, peut être utilisé par les souches du 

type sauvage et par conséquent la croissance peut se réa li ser à l'obscurité. Pour Je type 

sauvage, la croissance à la lumière avec ou sans acétate est plus rapide qu'à l' obscurité. La 

température optimale de croissance est de 20· à 2s·c (Harris, 2001 ). Dans cette étude, nous 

avons choisi la température à 2s·c avec un régime de lumière et d'aération en continue (60 

~Lmo] photons m-2 S-I) pour obtenir une concentration constante de C02 pour ]a croissance des 

cultures. La Figure 2.2 montre Ulie cellu le de C. reinhardtii soumise aux différents facteurs 

de stress comme une forte intensitée lumineuse, les UV, Je stress causé par les métaux ou les 

herbicides. La concentration des espèces réactives de l'oxygène (ERO) dans la cellule peut 

augmenter lors de l'exposition aux différents stress influençant les paramètres cellulaires . 

Différentes structures cellulaires participent à répondre aux stress par plusieurs voies de 

signalisation cellulaire (Mendez-Aivarez, Leisinger et Eggen, 1999). 
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Figure 2.2 Représentation schématique d' une cel lul e de Chlamydomonas reinhardtii soumise 

aux différents stress (d 'après Mendez-Alvarez, Leisinger et Eggen, 1999). 

Au contraire de C. reinhardtii, C. acidophila est obli gatoirement un orgamsme 

photoautotrophe qui ne peut pas croître en présence de 1 'acétate et de citrate même sous 

illumination (Nishikawa et Tominaga, 200 1 ). Dans cette étude, les mêmes conditions 

concernant le régime de lumière ont été choisies pour toutes les cultures. Les espèces C. 

reinhardtii et C. acidophila ont été cultivées sous deux différents pH ( 4 et 7) sous une 

illumination continuelle (60 11mol photons m·2 s· ' ) pour faire toute les analyses. Les études 

de Nishikawa et Tominaga (200 1) ont montré que le pH optimal pour la croissance de C. 

acidophila, isolé du lac de Katanuma au Japon, était de 3.5-4.5. Aussi, ils ont observé que 

cette algue possède une morphologie similaire au genre de Chlamydomonas, deux flagella 

avec la même longueur, une paroi cellulaire, un pyrénoïde qui est entouré par une gaine 

d'amidon dans un chloroplaste. La morphologie générale de cette algue est montrée dans la 

Figure 2.3. Nishikawa et Tominaga en 2001 ont conclu que C. acidophila isolé du lac de 

Katanuma au Japon était C. acidophila Negoro. Les études de Gerloff-Eiias et ses collègues 

(2006) ont montré que le pH intracellulaire de C. acidophila ne change pas dans le milieu 
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acide. Ils ont observé que le pH reste constant (7.5 - 7.8) dans le milieu acide pour une 

gamme de pH externe entre 1.5 - 7 (Gerloff-Elias et al., 2006). Par ailleurs, C. acidophila a 

montré une tolérance élevée à plusieurs ions métalliques (Nishikawa et Tominaga, 2001 ; 

Perreault et al. , 2010; Spijkerman et al., 2007). 

Figure 2.3 La morphologie générale de C. acidophila isolée à partir du lac de Katanuma au 

Japon. CW, paroi cellulaire; V, vacuole; F, flagella; N, noyau ; NU, nucléoles; S, amidon 

(d'après Nishikawa et Tominaga, 2001). 

Dans cette étude, nous avons évalué la capacité de deux espèces de Chlamydomonas 

pour une application en assainissement des eaux usées dans Le but de sélectionner 1 'espèce la 

plus résistante au Cd. Le phénotype sauvage de C. reinhardtii (CC-125) en termes de réponse 

au Cd a été choisi par rapport aux autres espèces de C. reinhardtii qui ne contiennent pas de 

paroi cellulaire. En effet, il a été démontré que la paroi cellulaire peut agir comme une 

barrière pour l'absorption des métaux (Cd) à des concentrations faibles chez des cellules 

d'algues de C. reinhardtii (Macfie, Tarmohamed et Welbourn, 1 994). C. acidophila, l'espèce 

CPCC-121, utilisée pour cette recherche a été isolée au Canada. CPCC-121 a l'avantage 

d'avoir un pH optimal de croissance similaire à celui de C. reinhardtii tout en montrant une 

bonne tolérance à de faibles pH (pH=4). Les deux espèces sont également capables de croître 
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au ,même pH (pH=7). Il faut noter que l' utili sation de C. acidophila, un organisme métal

résistant n'a pas été encore évalué pour les appli cations d 'assainissement des eaux polluées. 

2.1.2 Les mécanismes des effets toxiques du Cd au niveau cellulaire 

Les métaux non-essentiels pouvaient fa ire des liaisons inappropriées aux groupements 

fonctionnel s et essentiels des biomolécul es (ex: acides nucléiques) en entrai nant des effets 

toxiques. Par exemple, le cadmium présente une forte affinité avec les groupes sulfhydriques. 

Le déplacement ou le remplacement des métaux essentiels par le Cd à leurs sites actifs, en 

particulier le Zinc provoque une modification de la confo rmation et donc de 1 'activité de la 

biomolécule (Mason et Jenkins, 1995 ; Stoiber, Shafer et Armstrong, 20 1 0). Dans une étude 

antérieure, Küpper et ses collègues ( 1996) ont trouvé que les métaux lourds (mercure, cuivre, 

cadmium, etc.) pouvaient remplacer le magnésium, un métal essentiel de la chlorophylle 

causant une altération du fonctionnement de la photosynthèse chez des plantes aquatiques 

(Küpper, Küpper et Spi li er, 1996). Falier et ses coll ègues (2005) ont suggéré que le Cd2
+ peut 

se lier de manière compétitive au site essentiel du Ca2+ dans le PSII pendant la 

photoactivation, causant 1 ' inhibition de la photolyse de 1 'eau (Falier, Ki enzler et Krieger

Liszkay, 2005). Le fonctionnement du Ca dans la cellule peut être influencé par le Cd de 

tàçon compétitive ou en bloquant son absorption à l' intérieur de la cellule (Benavides, 

Gallego et Tomaro, 2005). 

Le Cd peut influencer le taux de croissance, altérer la photosynthèse et modifier la 

structure cellulaire comme la taille et la granulosité chez les cellul es d' algues. La densité 

cellulaire des cellul es de C. reinhardt ii a été diminuée pendant une péri ode de 10 jours 

d' exposition aux concentrations de 50 et 100 !J.M de Cd, et cette diminution était plus 

moindre chez les cellules de type sauvage possédant une paroi cellulaire par rapport aux 

cellules sans paroi cellulaire (Pras ad et al., 1998). Un effet du Cd sur la croissance de 1 'algue 

de Tetraselmis gracilis a été présenté par les études d'Okamoto et ses collègues ( 1996). Ils 

ont observé que des concentrations moins élevées de Cd ( 1 ppm ou moins) ne montrent pas 

un effet toxique sur la croissance de T gracilis, mais en augmentant la concentration de Cd, 

la croissance exponentielle a été diminuée pendant 10 jours d'exposition (Okamoto et al., 

1996). L'augmentation de la taille cellulaire a été montrée par les recherches de Jamers et ses 

coll ègues (2009) lorsque C. reinhardtii a été exposé 72 h à 5 !J.M de Cd. Visviki et Rachlin 
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(1994) ont observé une augmentation du volume cellulaire égale à 70% par rapport au 

contrôle chez Dunaliella satina lors d' une exposition aiguë à 4,55 11M de Cd et cette valeur 

était égale à 49,7 % chez Chlamydomonas bullosa lors d' une exposition à 0,025 11M de Cd. 

Les vacuol isations cytoplasmiques, le déve loppement des organites membraneux, 

l'accumulation des lipides, l'accumulation de l'amidon ont été détectés en réponse à l'action 

toxique des métaux chez les algues et les protozoaires. Nass iri et ses collègues ( 1997) ont 

montré la vacuolisation du cytoplasme et du chloroplaste chez la di atomée marine 

Skeletonema costatum exposée aux concentrations de 0,2, 0,5 et 1 mg/L de Cd. La 

vacuolisation cytoplasmique a été observée chez C. bullosa lors de l' exposition chronique 

aux concentrations moins élevées de Cd (Yisviki et Rachlin, 1994). Le nombre et le volume 

de vacuoles cytoplasmiques ont été augmentés chez Chlamydomonas sp lors de l'exposition à 

0,2 mM de Cd (Aguilera et Amils, 2005). L'apparition de granul es a été observée chez un 

protozoaire cilié (Martfn-Gonzalez et al., 2006), chez Skeletonema costatum (Nassiri et al., 

1997) et chez Chlamydomonas sp (Aguilera et Amils, 2005) lors de l'exposition au Cd. 

L'espace de periplasmalemma a été significativement augmenté chez Chlamydomonas sp lors 

de l' exposition à 0,2 mM de Cd et le volume le plus élevé a été détecté chez les cell ules 

traitées avec 0,4 mM de Cd. Aguilera et Amils (2005) ont expliqué cette augmentation à la 

présence d'un grand nombre de vacuoles. Le développement des organites membraneux a été 

trouvé chez Chlamydomonas bullosa comme une réponse au stress de Cd et de Cu (Yisviki et 

Rachlin, 1994). Les dommages cellul ai res tels que l'augmentation de la taille des granules 

d'amidon, des vacuoles et des chloroplastes, la diminution des structures pyrénoïdes et de la 

taille mitochondriale ains i que la formation de nouvelles structures dans les vacuoles, ont été 

indiqués chez C. acidophila lors du traitement au Cd (20 11M) pendant 3 jours (Nishikawa et 

al., 2003). Une augmentation signifi cative dans le nombre et le volume relatif des granul es 

d'amidon a été détectée chez Chlamydomonas sp lors de l'exposition à 0,1 et 0,2 mM de Cd 

(Aguil era et A mi ls, 2005). Visviki et Rach lin ( 1994) ont rapporté l'accumulation de lipides 

chez Dunaliella salin a exposé à la concentration sublétale de Cd ( 4,55 11M Cd2+) et ils ont 

supposé que cette accumulation était en raison de la limitation nutritive induite par le Cd. Les 

constituants structurels ou fonctionnels de la paroi cellulaire 1 iés aux groupes anioniques de la 
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membrane pl asmique peuvent être influencés par l'exclusion (G immler, Jesus et Greiser, 

2001 a). 

Une diminution du rendement maximal du PS II d'une mani ère dépendante de la 

concentrati on a été démontrée chez C. reinhardtii exposé aux di ffé rentes concentrations de 

Cd pendant 24 h (Perreault et al., 20 Il ). Il s ont rapporté que le Cd peut influencer la 

photolyse de 1 'eau et le PSI causant une réduction de la capacité du transport d'électrons 

photosynthétiques des photosystèmes II et l. L'altération de l'effi cac ité du transport d'énergie 

à partir des antennes collectrices de chlorophyll es au centre réactionnel du PSII a été 

démontrée chez Scenedesmus obliquus exposé au Cd (Malli ck et Mohn, 2003). Ils ont montré 

que la photolyse de l'eau est le site d'action primaire du Cd. Une expos iti on à court terme à 

0,3 mM de Cd a inhibé l'activité photosynthétique des cellules de C. reinhardtii, tandis que la 

respiration est restée élevée même après 24 h d' exposition (Vega el al., 2006). 

2.1 .3 Les indicateurs cellul aires et biochimiques des effets tox iques du Cd 

Plus ieurs paramètres ont été analysés pour étudier les effets toxiques du cadmium chez 

les cellules d'algues comme la division cellulaire, les réactions photochimiques de la 

photosynthèse et la structure cellulaire. En présence de Cd, la diminution de la densité 

cellulaire ainsi que les changements de la taill e ont été rapportés par quelques recherches 

(sous section 2. 1.2). JI fa ut ajouter que 1 'augmentat ion de la taille ce llul aire a été observée 

pour d'autres métaux comme le cui vre chez Chlorella sp, S. capricornutum, P. tricornutum 

(Franklin, Stauber et Lim, 2001 b) et Dunaliella tertiolecta (Abalde et al., 1995). Les études 

de Franq ueira et ses collègues (2000) ont indiqué une augmentation de la taill e des cellul es de 

P. tricornutum exposées au cu ivre. D'autres po lluants comme les herbicides isoproturon et 

terbutryne ont causé une augmentation significative de la taille des cellules de Chlorella 

vulgaris (Rioboo el al. , 2002). 

On a aussi rapporté 1 'altération de l'activité photosynthétique des cellules de C. 

reinhardtii et Scenedesmus obliquus lors du traitement au Cd (Falier, Kienzler et Krieger

Liszkay, 2005; Mallick et Mohn, 2003; Perreault el al., 2011 ; Vega et al., 2006). 
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2. 1.4 Les mécanismes de réponse au stress envers le Cd 

En réponse au stress envers le Cd, les cellules végétales peuvent faire appel à plusieurs 

mécanismes de défenses, tels que l'exclusion, la synthèse des phytochélatines, la 

séquestration dans la vacuole, la synthèse des protéines de stress et les changements 

ul trastructuraux (Clemens, 2001 ; Gimmler et al., 199 1 ; Hu, Lau et Wu, 200 1 ; Nass iri et al. , 

1997 ; Pal et Rai , 2010 ; Spijkennan et al., 2007 ; Visvi ki et Rach lin, 1994). 

2.1.4.1 Mécanismes de distribution cellulaire des métaux 

Les espèces d'algues peuvent contrôler les concentrations internes des métaux 

essenti els par des mécanismes efficaces du contrôle homéostatique. Il a été observé que la 

détoxicati on cellulaire des métaux non essentiels contrô le l'absorption, la chélati on,' la 

di stribution et la séquestrati on des métaux. En fa it, après l'absorption par les transporteurs, les 

ions méta li igues non essenti els sont liés par les chélateurs et les protéines de stress. Les 

agents chélatants fi xent les métaux à l'état de compl exes solubl es et permettent leur 

élimi nati on. La détoxication et le stockage d'un métal non essentiel sont réa li sés par leur 

séquestration dans la vacuole (Figure 2.4) (Clemens, 2001 ). 

En fait, les cellules végétales se développent avec di fférents mécanismes moléculaires 

de to lérance pour contrôler la disponibi li té des métaux, en particulier ceux qui sont 

considérés biologiquement comme des éléments non essentiels tels que le Cd (Benavides, 

Ga ll ego et Tomaro, 2005; Gall ego et al., 20 12; Sanità di Toppi et Gabbrie ll i, 1999). 

2. 1.4.2 Mécanismes de rés istance des espèces acidoph iles dans le milieu acide 

Le potentiel zêta positif et les potentiels membranaires influencent les forces de 

répulsion envers les cations entraînant la diminution du flux de protons à partir du milieu vers 

les cellules (Gimmler, Jesus et Greiser, 2001 a) . Gimmler et ses collègues ( 1991) ont rapporté 

le rôle du potentiel zêta positif comme un mécanisme efficace de protection contre les effets 

toxiques des métaux lourds chez 1 'algue Dunaliella acidophila. Cette espèce possède un pH 

de croissance optimal de 1 avec l'absence d'une paroi cellulaire rigide. En conséquence, il y a 

un manque d'une forte résistance contre les métaux lourds par la liaison des ions métalliques 

à la paroi cellulaire. 

- ----- - - - - -- - -
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Figure 2.4 Mécanismes de distribution cellulaire des métaux (d'après Clemens, 2001). 

Pour le champignon acidophile Bispora sp, un mécanisme similaire à pH 1 a été 

représenté par Gimmler et ses collègues (200la), et l'inhibition de la croissance par les 

métaux lourds cationiques à faible pH était moins qu'à pH neutre. Bien qu'ils n'aient pas 

mesuré le potentiel zêta de Bispora sp, ils ont supposé que le potentiel de membrane serait 

négatif à pH=7. En tenant comptent d'autres travaux et de leurs recherches (1991), ils ont 

considéré que toutes les espèces acidophiles possèdent un potentiel zêta positif. Par 

conséquent, une résistance aux métaux lourds et aux milieux acides a été observée chez 

Dunaliella acidophila. Les cations ont causé une élévation du potentiel zêta positif de 

Dunaliella acidophila à faible pH, mais son potentiel zêta négatif à pH 7 a été diminué en 

raison de la liaison des cations à la membrane plasmatique. Donc, la photosynthèse de 

Dunaliella acidophila n'a pas été affectée par les cations (métaux lourds) à pH acide, mais à 

pH 7, l'inhibition de la photosynthèse a été observée par l'effet de 3 mM de Al3
+ et de 3- 30 

mM de Cd2+ (Gimmler et al., 1991). 
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Parent et Campbell ont rapporté (1 994) les effets toxiques des ions Al 3+ sur la 

croissance de Chlorella pyrenoidosa qui ont été diminués en raison de la compétition des 

ions H+ avec les ions Al 3+ pour la liaison à la surface cellul aire (Parent et Campbell , 1994). 

Perreault et ses coll ègues ont démontré (20 1 0) que C. acidophila peut maintenir sa 

phys iologie cell ulaire à un pH faible et en présence d' une forte concentration de Al. Il s ont 

montré un effet diffé rent de Al sur la division cellul aire et dépendant du pH . 

Gerloff-Eli as et ses collègues ont suggéré (2006) que les protéines de choc thermique 

(Hsps)j ouent un rôle dans l'adaptati on de C. acidophila à un fa ibl e pH . fi s ont rapporté un pH 

intracellul aire de 7,5- 7,8 chez C. acidophila exposé aux conditi ons ac ides entre 1,5 et 7. fi a 

été démontré qu'il existe plusieurs famil les de Hsps, de sorte que Hsp70 et Hsp60 sont 

présents dans la cell ule en absence de stress, responsable du repliement de protéine et de 

translocati on (Hart!, 1996). Les sHsps (small heat shock proteins) sont synthétisés en 

présence d' un stress physiologique (Laksanalamai et Robb, 2004 ; Wang et al. , 2004). 

Gerloff-Eiias et ses collègues ont trouvé (2006) que l'accumulation de Hsp70, Hsp60 et sHsp 

chez C. acidophila était plus élevée à un faib le pH. De plus , C. acidophila a présenté une 

accumulati on plus grande de Hsp70 et de Hsp60 que C. reinhardtii dans les conditions 

normales (à pH neutre). En parti culi er, ce qui est im portant concernant les sHsps, c'est 

qu 'elles n'ont pas été détectées chez C. reinhardtii dans les conditions normales. Tous les cas 

montrent l'adaptation de C. acidophila à l'environnement naturel. Chez C. acidophila, le taux 

de croissance et le rendement de fl uorescence n'ont pas été affectés sur la gamme de pH entre 

2,6 et 5 (sauf à pH 4). À un pH de 1,5 et de 7, tous les paramètres ont été sign ificativement 

réduits représentant les lim ites infér ieures et supérieures de la tolérance au pH chez C. 

acidophila. Il s ont aussi observé 1 'agrégation des ce ll ules de C. acidophila ou autospores et 

par conséquent une augmentation de la taille des cellules donnant une réponse adaptative de 

C. acidophila à 1 'environnement acide. 

Les mécanismes mentionnés ci-dessus indiquent le rôle du potentiel zêta, la 

compétition des ions de H+ avec les ions métalliques pour la liaison à la surface algale et le 

rôle des protéines de choc thermique (Hsps) dans l'adaptation des algues acidophiles aux 

conditions acides. Il a été démontré qu 'en augmentant le pH externe, le potentiel électrique à 

travers la membrane plasmique de Dunaliella acidophila est devenu négatif augmentant le 
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flux de proton du milieu externe vers le mili eu intracellulaire (G immler, 2001 b ; Remis, 

Simonis et Gimml er, 1992). Remis et ses coll ègues ont montré (1992) le point d'inversion du 

potentiel de la membrane à un pH externe de 4. Une diminution significative du pH 

intracellulaire due au pH externe de 4 chez C. acidophila a été rapportée par Gerloff-Eli as et 

ses collègues (2006) et ils ont suggéré comme explication le même mécani sme que celui ci

dessus. Dans le pH externe de 4, ils ont obtenu des résultats différents indiquant la dimi nution 

du taux de croissance et du rendement de fluorescence ainsi qu ' une accumul ation 

significati ve des sHsps qui a été li ée à l'ac idifi cati on interne de C. acidophila pour l'aider à 

fai re face au stress associé à un faible pH. 

2. 1.4.3 Le rôle de la paroi et de la membrane cellulaire contre les effets toxiques des métaux 

D'après les travaux antéri eurs, la paroi et la membrane cellulaire peuvent jouer un rô le 

important pour la protecti on des cellul es d'algues à l'acti on des effets toxiq ues des métaux. 

Les résul tats obtenus par les études de Co li ard et Matagne ( 1990) ont montré que la paroi 

cellulaire indique une forte affinité pour la fo rmation de complexes aux cati ons de Cd chez C. 

reinhardtii entraî nant une rés istance au Cd par rapport à la souche sans paroi cel! ul aire 

(Collard et Matagne, 1990). 

Le rôle de la paroi cellul aire sur les effets toxiques des métaux Cd, Co, Cu et Ni chez 

C. reinhardtii a été vérifié par les études de Macfie et ses co llègues ( 1994). Ils ont rapporté 

que l' espèce possédant une paroi cellulaire avait une dens ité cellulaire plus élevée que 

l'espèce sans paroi cellulaire pour chaque concentration de métaux mentionnés ou chaque pH 

(5 et 6,8). Il s ont conclu que les sites situés à l' intérieur ou à la surface de la paroi cell ulaire 

présentent une capacité à li er les ions métalliques et empêcher leurs absorptions dans la 

cellule. Leurs études ont démontré l' importance de la membrane pl as mique pour la protection 

des cellules de C. reinhardtii exposées aux différents métaux. Les valeurs obtenues pour la 

EC30 ont montré aucune différence significative concernant les effets toxiques des métaux 

(Cd, Co, Cu et Ni ) entre les deux espèces (avec et sans la paroi cellulaire) au même pH (5 ou 

6,8). Malgré qu 'à un faible pH (5), les effets toxiques des métaux étaient moins chez les deux 

espèces, mais il n'existait pas de di fférence dans les valeurs de EC30 entre les deux espèces au 

même pH. Donc, ils ont suggéré que la compétition des ions de H+ pour se lier aux si tes de la 

paroi cellulaire n'était pas la seule raison de la réduction de toxicité. En effet, la diffé rence de 



30 

toxicité observée entre les métaux était liée à une forte compétition pour les liaisons ioniques 

sur la membrane plasmique, c'est-à-dire les sites de liaison sur la paroi cellulaire en 

combinaison avec la membrane plasmique (Macfie, Tarmohamed et Welbourn, 1994). Il faut 

ajouter que 1 'accumulation de Cd était moins chez C. reinhardtii sans paroi cellulaire que 

1 'espèce possédant la paroi cellul aire. Ces deux espèces ont présenté une accumulation 

comparable et relativement élevée des ions de Cu, tandis que l'espèce possédant la paroi 

cellulaire était plus tolérante indiquant l' importance d'autres mécanismes de protection 

cellulaire (Macfie et Welbourn, 2000). 

2.1.4.4 La synthèse des phytochélatines et la détoxication des ions métalliques 

Les phytoch~latines (PC,) ont été isolées et purifiées pour la première foi s par Grill et 

ses collègues (1985). La phytochélatine est composée de trois acides aminés, la glutam ine 

(Glu), la cystéine (Cys) et la glycine (Giy) . Les phytochélatines forment une famille de 

structures avec la répétition des unités dipeptides de Glu-Cys et terminé par Gly. Donc, la 

structure générale (•-G lu-Cys)n-Gly a été proposée pour les phytochélatines où " n '' est 

compris entre 2 et Il (Grill, Winnacker et Zenk, 1985 ; Rauser, 1995). La Figure 2.5 montre 

la structure chimique de la phytochélatine (Pal et Rai , 201 0) et la Fi gure 2.6 indique le cas 

particulier de (o-Glu-Cys)2 - Gly (Cruz et al. , 2002). 

H 

H 0 

~~ 
y-Glu 

Figure 2.5 La structure chimique de la phytochélatine (d 'après Pal et Rai , 2010). 

Il a été rapporté que les phytochélatines ont été apparues lors de l'induction des cellules 

végétales par les métaux lourds tels que le cadmium, le zinc, le cuivre, le plomb et le mercure 

et elles ont été impliquées dans la détoxication et le métabolisme des ions métalliques. En 
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raison de la présence des groupements thiols des cystéines, les phytochélatines sont capables 

de former quelques complexes avec le Cd qui empêche la circulation des ions libres du Cd 

dans le cytosol (Grill , Winnacker et Zenk, 1985). 

~------------ -- - ------ -~----- ----- - ---r-- -- ------------- - ---r--------------~------ - - - - -----

: y- Glu : . Cys - ' y - Glu ' : Cys . Gly 

~) : : ' 
, CH CH2 : NH : NH -CH CH2 : NH CH : NH ('co2~· ...... ; 
: ............... / " / " /. " /, . ..... / " / " /. " / " )' " /-- ............. .... : ( H02C ··; CH2 C : CH - C • .. ··· ··.. CH2 C : CH C : CH2 
: ··.... .. .. ... ...- Il : 1 Il : '· .. H02c __ ) Il : 1 Il : 
: 0 : CHz 0 : 0 : CH2 0: 

.... J....... ·.·.····"si .. H ........ _ .. · 
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s 
•=coo· 0 =S· 

0 = NH2 f) = Cd2' 

Figure 2.6 Schéma représentant la phytochélatine (-r-Glu-Cys)2 - Gly (d ' après Cruz et al., 

2002). 

À partir d' une seule ou de plusieurs molécules de PC,, il est possible de former 

différentes liaisons du complexe PC-Cd avec les ratios de 1:1,2: 1, 3: 1 ,4:1. La Figure 2.7 

montre l' interaction des phytochélatines avec les ions de cadmium (Cruz et al. , 2002 ; 

Kobayashi et Yoshimura, 2006 ; Pal et Rai, 20 1 0). 
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Figure 2.7 Interaction des phytochélatines avec les ions de cadmium (d'après Pal et Rai , 

2010). 

Les phytochélatines sont formées à partir du glutathion en présence des ions 

métalliques, suite à l'intervention d' une enzyme, la • -glutamylcystéine dipeptide 

transpeptidase (phytochélatine synthétase) (Grill et al., 1989). La Figure 2.8 montre la voie 

de la synthèse des phytochélatines (Lagadic et al., 1998). Le rôle du glutathion pour la 

formation des phytochélatines a été examiné en ajoutant une substance inhibant la synthèse 

du glutathion, la buthionine sulfoximine (Grill, Winnacker et Zenk, 1987). Ils ont observé 

que le niveau de la formation des phytochélatines avait diminué en présence de différentes 

concentrations de buthionine sulfoximine. En fait, la buthionine sulfoximine est un inhibiteur 

de l'enzyme •-glutamylcystéine synthétase, intervenant dans la synthèse du glutathion. 



Glutathion (y Glu-Cys-Giy, GSH) 
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Gty~ 
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Figure 2.8 La voie de la synthèse des phytochélatines. GSH, glutathion; PC, phytochélatine; 

PC., phytochélatine synthétase (d'après Lagadic et al., 1998). 

La Figure 2. 9 montre la structure chimique du gl utathion (Pal et Rai, 201 0). Le 

glutathion (GSH) protège les cellul es en réduisant les espèces réactives de l'oxygène (ROS) et 

également en se li ant aux métaux. La voie de la biosynthèse du glutathion au niveau 

enzymatique a été montrée dans la Figur 2.1 O. Dans la première étap , la production de • 

glutamylcystéine par le L-glutamate se déroule et la L-cysté ine est catalysée par • 

glutamylcystéine synthétase (•-GCS). Dans la deuxième étape, l'addition de la glycine est 

catalysée par l'enzyme glutathion-synthétase (GS) pour produire Je GSH. Le niveau de GSH 

reste élevé grâce à l'intervention de l'enzyme glutathion réductase (GR) dans la réduction du 

glutathion oxydé (GSSG) qui est essentie l pour maintenir le potentiel redox du cytoplasme 

cellulaire (Stoiber, Shafer et Armstrong, 201 0). 
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Figure 2.9 La structure chimique du glutathi on (d' après Pal et Rai , 20 1 0). 

Par conséquent, la Figure 2. Il montre la détoxicat ion et le métabolisme des métaux 

non essentiel s qui se fait premièrement par 1 'acti vation de la synthèse des phytochélatines à 

la suite d' une augmentation des concentrations intracellul aires en métaux lourds et ensui te 

par la chélation des ions métalliques avec de nouvell es phytochélat ines synthétisées (Howe et 

Merchant, 1992). 

Cu2 • 
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glutamylcysteine 
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~ROS 
Reduced) 
ROS 
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Figure 2.10 La voie de la biosynthèse du glutathion (d'après Stoiber, Shafer et Armstrong, 

2010). 
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Nishikawa et ses collègues ont évalué (2006) la relation entre le métabolisme des 

phytochélatines et l'accumulation de Cd en utilisant deux espèces de C acidophila, KT-1 et 

DVB238. Leurs résultats ont été comparés avec C. reinhardtii C-9. Comme il a été déjà 

mentionné, C. acidophila a été représenté comme une espèce de Chlamydomonas résistante 

aux métaux (N ishikawa et Tominaga, 2001 ). Leurs résultats ont démontré que 1 'espèce 

DVB238 a accumulé plus de Cd (50,07 j..Lg de Cd/mg de poids sec) que les autres espèces, 

acidophila KT-! etC. reinhardtii C-9 (moins de 1 j..L g de Cd/mg de poids sec). Cependant, le 

total des phytochélatines était presque le même chez trois espèces : lorsque C. acidophila 

KT-! etC acidophila DVB238 ont été traités avec 60 j.!M de Cd pendant 4 jours, et lorsque 

C. reinhardtii C-9 a été traité avec une faible concentration de 6 j.!M de Cd pendant 4 jours. Il 

semble que le niveau total de phytochélatines n'était pas nécessairement lié à l'accumulation 

de Cd chez les espèces de Chlamydomonas. Les images obtenues par la microscopie 

électronique à transmission (TEM) n'ont pas montré une augmentation dans les granules 

d'amidon chez C. acidophila DVB238 malgré une grande accumulation de Cd dans le cytosol 

et le chloroplaste, tandis qu ' une fo1te augmentation de granules d'amidon dans les 

chloroplastes des deux espèces C reinhardtii C-9 et C. acidophila KT-! indiquant une 

altération cellulaire. Au contraire, C. acidophila DVB238 a présenté une activité plus élevée 

de l'enzyme • -glutamylcystéine synthétase (o-GCS) que celle de C acidophila KT-1 dans les 

mêmes conditions examinées. On a déjà mentionné que 1 'enzyme • -glutamylcystéine 

synthétase (o-GCS) joue un rôle imp01tant dans la biosynthèse du glutathion (GSH). Les 

études de Stoiber et ses collègues (20 1 0) ont démontré que le cadmium est un inducteur qui 

fait augmenter les concentrations de gl utathion. Donc, 1 'activité plus élevée de 1 'enzyme •

GCS a causée un ni veau élevé de GSH chez C. acidophila DVB23 8 lors de l'exposition au 

Cd, et par conséquent, c'est la raison essentiel de la tolérance contre les effets toxiques de Cd. 

En revanche, Lavoie et ses collègues ont mesuré (2009) des quantités constantes de 

GSH et ils ont trouvé différents oli gomères de phytochélatines synthétisées dépendant de la 

concentration de Cd. L'augmentation des concentrations de Cd, proche de la CE50 (22 1 et 253 

nM de Cd2+), chez C. reinhardtii a conduit à une plus grande synthèse des oligomères de 

phytochélatines, c'est-à-dire PC4 et PC5, tand is que l'expos ition à 149 nM de Cd2
+ chez P. 

subcapitata a conduite à une plus grande synthèse de PC3. 
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Figure 2.11 Un modèle représentant la détoxication et le métabolisme des métaux non 

essentiels, M"+ représente un métal (d 'après Howe et Merchant, 1992). 

Conformément aux autres articles qui expliquent l'augmentation de la stabi li té des complexes 

Cd-phytochélatines avec l'augmentation de la chaîne des phytochélatines, ils ont supposé 

qu ' une résistance plus élevée de C. reinhardtii contre le Cd par rapport à P. subcapitata étai t 

le résultat de la présence des oli gomères plus polymérisés. li s ont également observé la 

synthèse de plusieurs composés thiolés non identifiés (Xn) chez les deux espèces. Us ont 

mentionné plusieurs structures de peptides (dipeptidyle ou tr ipeptidyle) associées à la 

synthèse de la phytochélatine. Ils ont suggéré que certains peptides synth 'tisés (Xn) 

pourraient correspondre à l'une de ces deux classes, mais le sujet le plus important était la 

synthèse des peptides (Xn) chez C. reinhardtii exposés au cadmium par rapport à P. 

subcapitata entraînant une résistance plus élevée contre le Cd. L'efficacité des protéines 

thermostables et des peptides de liaison au Cd intracellulaire a été évaluée par la mesure de 

1 'accumulation de Cd dans la fraction de Hsp de sorte que, pour les deux espèces, des 

proportions élevées ont été observées lors de 1 'exposition aux concentrations fortes de Cd. À 

la fin de la période de l'exposition, C. reinhardtii a accumulé plus de Cd par cellule que P. 

subcapitata, mais l' espèce P. subcapitata a synthétisée plus de PC 2.6 par Cd intracellulaire 
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indiquant que la quantité de phytochélatines synthétisés ne pouvait pas s'expliquer seulement 

par l'accumulation de Cd. Les ratios totaux de peptides thiolés (phytochélatines et peptides 

inconnus X 1•6) au Cd intracellulaire ou au CdHsr étaient également plus élevés chez P. 

subcapitata, en particulier aux concentrations moins élevées de Cd, cela indique que C. 

reinhardtii était une espèce productrice faib le de phytochélati nes, mais pl us résistante au Cd. 

Ils ont suggéré que la différence dans l'accumulation de Cd entre les deux espèces pourrait 

être due au taux d'absorption plus élevé de cadmium chez C. reinhardtii ou de l'affinité plus 

élevée de P. subcapitata pour l'exclusion du Cd des cellules. Mais la grande tolérance de C. 

reinhardtii a indiqué que les mécanismes de détoxication intracellulaire du Cd qui étaient 

plus importants que l'exclusion (Lavoie et al., 2009) . . 

2.1.4.5 La séquestration des métaux dans la vacuole 

La séquestration vacuolaire empêche la circulation des ions de Cd dans le cytosol. Hu 

et ses collègues (200 1) ont rappot1é la formation de deux types de complexe PC-Cd chez C. 

reinhardtii, un complexe de faible poids moléculaire (LMW) qui est formé rapidement après 

l'expos ition au Cd et un complexe de haut poids moléculaire (HMW) à partir de la 

conversion rapide du complexe LMW à HMW. En fait, il s ont mentionné que le complexe 

HMW a été formé par l'ajout de sulfure au complexe LMW. Speiser et ses collègues (1992) 

ont rapporté que Brassica juncea a formé un complexe de haut poids moléculaire PC-Cd-S2
-

en réponse au stress envers le Cd. Ils ont suggéré que la réduction du sulfate a fourni un flux 

accru de soufre permettant à la fois la synthèse plus élevée de la phytochélatine et la 

production de s·2 pour la formation du complexe PC-Cd-S2
- (Speiser et al., 1992) . Donc, le 

complexe de haut poids moléculaire (HMW) est très stable par les groupes de S2
- et joue un 

rôle essentiel pour le stockage de Cd dans la vacuole pendant le processus de la détoxication. 

Comme les études de Hu et ses collègues (200 1) montrent la présence des groupes de S2
-

permettant une séquestration plus élevée de Cd et aussi une stabilité plus élevée du complexe 

PC-Cd (Hu, Lau et Wu, 2001 ). La Figure 2. 12 montre le schéma représentant des 

mécanismes impliqués dans la chélation du Cd et sa séquestration dans la vacuole (Sanità di 

Toppi et Gabbrielli , 1999). 
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Figure 2.12 Mécanismes impliqués dans la chélation de Cd et la séquestration dans la 

vacuole. MMW, un complexe ayant un poids molécul aire moyen et isolé des cellules de R. 

serpentina (Figure modifiée de Tomsett et Thurman, 1988). 

2. 1.4.6 La synthèse des protéines de stress en réponse aux effets des métaux 

Le rôle des protéines de choc thermique (Hsps) dans l'adaptation des algues 

acidophiles aux conditions acides a déjà été discuté. Spijkerman et ses collègues (2007) ont 

évalué la raison de la réduction de la productivité primaire dans les lacs enrichis en métaux 

tels que le Zn et le Fe. Ils ont choisi l'algue C. acidophila, un organisme métal -résistant 

comme un indicateur biologique d'adaptation à l'environnement acide et à la toxicité des 

métaux. Ils ont rapporté une augmentation du niveau des petites Hsps (sHsps) chez cette 

espèce après 1 et 14 jours d' incubation dans l'eau du lac enrichi en métaux en comparaison 

avec le milieu synthétique enrichi (Zn et Fe) et le témoin, 'indiquant une réponse au stress qui 

est différente avec la présence de différents métaux. Tandis que, 1 'accumulation de Hsp 70A 

chez C. acidophila incubé dans l'eau du lac était plus faible que tous les milieux (le milieu 

synthétique enrichi aux Zn et Fe et le témoin) confirmant l'accumulation de cette protéine 

n'était pas liée au stress métallique. Au contraire, le niveau de Hsp 60 chez C. acidophila 
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incubé dans l'eau du lac était plus élevé par rapport au milieu enrichi en Zn et le témoin, mais 

plus faible que le milieu enrich i en Fe. Il s ont suggéré que le niveau élevé de Hsp était l' une 

des raisons de la tolérance aux métaux. Ils ont trouvé que le rendement photosynthétique a 

été diminué pour toutes les espèces incubées dans les échantillons du lac contenant différents 

niveaux de Zn et Fe. Il s ont supposé que de hautes concentrati ons de Fe et son interaction 

avec leP était le facteur principal du stress et que des niveaux élevés de Zn ou Fe n'était pas 

la seule raison de la réduction de la productivité primaire dans les lacs mm1ers, 

conformément au ni veau élevé de Hsp et son rôle pour la tolérance aux métaux. 

2. 1.4. 7 Les changements ultrastructuraux due aux effets toxiques des métaux 

Les vacuolisations cytoplasm iques, le déve loppement des organites membraneux, 

l'accumulation des li pides, l'accumulation de l'amidon et l'accumulation cytoplasmiq ue de 

granules en réponse à 1 'action toxique des métaux chez les algues et les protozoaires ont été 

rapportés. 

Nassiri et ses collègues ( 1997) ont montré une vacuoli sation du cytoplasme et du 

chloroplaste chez la diatomée marine Skeletonema costatum exposée aux différentes 

concentrations de Cd et de Cu. Le Cd et le Cu ont été séquestrés seulement dans les 

inclusions vacuolaires sphériques. Après le traitement avec le Cd, le volume des incl usions 

sphériques a été augmenté. Ces inclusions vacuolaires denses ont été enrichies en soufre et 

azote et les auteurs ont suggéré que le Cd s'est lié probablement aux molécules organiques 

par les liaisons S-Cd réduisant les concentrations de Cd du cytosol. L'apparition des granules 

ou des inclusions a aussi été démontrée chez le protozoa ire ci lié exposé aux concentrations 

sublétales de Cd et de Zn (Martfn-Gonzalez et al. , 2006). Ils ont supposé que ces granules ou 

ces inclusions pourraient se former dans les vacuoles pour s'étendre plus ou moins 

uniformément faisant disparaître la vacuole originale. Ces granules forment des complexes 

aux cations métalliques et participent aux mécanismes de détoxication par l'immobilisation 

des métaux. 

Une augmentation du nombre et du volume des granules d'amidon a été montrée chez 

C. acidophila lors du traitement au Cd de 20 !lM pendant 3 jours (Nishikawa et al., 2003). 

Concernant d'autres articles, ils ont mentionné que, puisque les activités respiratoires ne 
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peuvent pas être réalisées sans mitochondries, la dégradation des mitochondries a conduit à 

l'accumulation d'amidon. En vérifiant l'effet de Cd sur le métaboli sme de pol yphosphate par 
31P-NMR, ils ont observé, malgré que le pic de pol yphosphate ait di sparu complètement, une 

forte augmentation dans le pic de phosphate vacuolaire après le stress au Cd, ce qui a suggéré 

que les deux processus sont li és. Les pol yphosphates sont capables de se li er aux métaux, 

donc de protéger les cellules à l'action toxique des métaux. Les rés ultats de cette étude ont 

présenté l'hydrolyse des polyphosphates, la formation d'orthophosphates et la combinaison 

avec le Cd dans les vacuoles. Il s ont suggéré le rôle des vacuoles et la dégradation de 

polyphosphates dans la détoxication du Cd. Lavoie et ses collègues (2009) ont mentionné que 

les phosphates ont présenté une grande affinité pour les cations et les complexes de métal

phosphate formés avaient une faibl e solubilité. Donc, les polyphosphates pouvaient participer 

à la détoxication des métaux, mai s la stabilité de ces complexes n'était pas bien connue. Le 

Cd présentait une faible affinité pour les phosphates et il pouvait être li é à d'autres li gands qui 

existaient dans les structures granul aires. 

Le développement des organites membraneux a été trouvé chez Chlamydomonas 

bullosa comme une réponse au stress de Cd et de Cu. Il a été montré que 45 ,5% des cellul es 

exposées à 0,025 J.!M de Cd2+ et 60,6% des cellul es exposées à 0,78 J.!M de Cu2
+ présentaient 

des organites membraneux par rapport au 21, 1% des cellul es de témoin (Visviki et Rach! in, 

1994). Ces organites membraneux jouent un rôle important dans le mécanisme de 

détoxication. Leur grande surface permet de se 1 ier aux métaux avec les groupes sulthydril es 

empêchant la circulation des ions libres et l' interaction avec les sites internes vulnérables. 

2.2 La photosynthèse 

La photosynthèse est la seule source de stockage de l'énergie solaire sur la terre à la 

base de nos ressources énergétiques et alimentaires. Les plantes, les algues et les procaryotes 

utilisent directement l'énergie lumineuse par le processus de la photosynthèse pour la 

synthèse des matériaux organiques. En fait, la photosynthèse est une réaction 

d'oxydoréduction. L'équation de la photosynthèse oxygénique peut être présentée comme: 



C02 + 2H20 + Énergie lumineuse~ (CH20) + 0 2 + H20 

(2. 1) 

2.2.1 La cellule végétale et la photosynthèse 
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Au cours de la photosynthèse oxygénique, la photolyse de 1 ' eau fournit les électrons 

pour la réduction du dioxyde de carbone (C0 2) et la synthèse des glucides. Pendant les 

années de 1950 et 1960, Daniel 1. Arnon et ses collègues ont montré que les chloroplastes 

sont les organes responsables de la transformation du C02 en glucides grâce à la lumière. En 

conséquence, la photosynthèse comprend l'absorption de la lumière, la transformation de 

l'énergie, le transport d'électrons et les voies enzymatiques (Malkin et Niyogi , 2000). La 

photosynthèse se déroul e dans un organite cellul ai re appelé ch loroplaste qui est entouré par 

une bicouche lipidique et aussi d' un système membranaire interne appelé thylacoïde. Les 

thylacoïdes sont des organites intracellul aires qui sont responsabl es de 1 'absorption de la 

lumière et du transport des électrons et des protons. Il s sont intégrés dans une matrice 

aqueuse appelée le stroma. Le caractère spécial des membranes de thylacoïde est la 

distinction des régions de granum et de stroma. En fait, un granum est constitué de 10 à 100 

disques qui sont connus sous le nom de thylacoïde. La bicouche interne aqueuse du 

thylacoïde est appelée lumen. La Figure 2. 13 montre la mi crographie électronique d' un 

chloroplaste (Malkin et Niyogi, 2000 ; Mustârdy et Garab, 2003). Les processus 

photosynthétiques se divisent en deux phases : Durant la réaction lumineuse, 1'02, l'ATP 

(adénosine triphosphate) et le NADPH (n icot inamide adénine dinucléot ide phosphate) sont 

synthétisés; et au cours des réactions biochimiques liées au cycle de Calvi n, l'ATP et le 

NADPH produits par la réaction lumineu e ont uti lisés par un ystème enzymatique du 

stroma permettant la transformation du co2 en glucides qui est le produit final de la 

photosynthèse oxygénique. La Figure 2. 14 montre les deux phases photosynthétiques qui se 

déroulent dans les différentes régions du chloroplaste. 
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~.J<o+-- Stroma 
thylakoid 

Figure 2.13 La micrographe électronique d ' un chloroplaste par Staehelin, A. L. avec 

l' aimable permission de Andrew L. Staehelin et Richard Hallick. 

(http:/ /www. blc.arizona.edu/courses/1 81 gh/rick/photosynthes is/chloroplasts. html). 

Dans la membrane du thylacoïde, on retrouve les complexes photosynthétiq ues, comme les 

photosystèmes l et II (PSI et PSII) qui sont responsables d'effectuer les réactions 

photochimiques. La chaîne de transport des électrons photosynthétiques comprend les centres 

réactionnels des PSII et PSI, le complexe cytochrome b6f, les plastocyanines (PC) et les 

plastoquinones (PQ) où les électrons libérés par la photolyse de l' eau dans le lumen du 

thylacoïde peuvent se déplacer vers les composés actifs d ' oxydoréduction tels que le NADP+ 

dans le stroma (Mal kin et Ni yogi, 2000). 
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Figure 2.14 Les réactions lwnineuses et biochimiques de la photosynthèse (d'après Malkin et 

Niyogi, 2000). 

L'absorption d'un photon se fait par les molécules de pigment chlorophyllien de l'état 

stable à l'état excité. D'après les lois de mécanique quantique, pour faire la transition vers 

l'état excité, l' énergie doit correspondre à l' écart d'énergie entre l' état fondamental et l' état 

excité (Malkin et Niyogi, 2000). Les chlorophylles et d' autres pigments tels que les 

caroténoïdes liés aux antennes collectrices de lumière du PSII absorbent l' énergie lumineuse. 
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Figure 2.15 La structure moléculaire de la chlorophylle a (d ' après Whitmarsh et Govindjee, 

1999). 

La chlorophylle est un pi gment vert qui absorbe fortement la lumière bleue et rouge . 

Les plantes et de nom'breuses algues conti ennent deux types de ch lorophylle, a et b. Dans 

quelques plantes et algues, les antenne col lectric s d lumï r du PSII sont constituées entre 

200-250 molécules de chlorophylles et 60-70 molécules de caroténoïdes (Govindjee et al., 

201 0). La structure moléculaire de la chlorophylle a est montrée dans la Figure 2.1 5 

(Whitmarsh et Govindjee, 1999). Les spectres d'absorption des molécules de la chlorophylle 

sont montrés dans la Figure 2.16. La chlorophylle est verte, car elle absorbe les longueurs 

d'onde de 430 et 680 nm tandis que la lumière verte va être reflétée (Mal kin et Niyogi, 2000). 
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Figure 2.16 Les spectres d ' absorption des molécules de la chlorophylle a, b et de la 

bactériochlorophylle a (d'après Malkin et Niyogi , 2000). 

La chlorophylle possède deux maximums d'absorption très distincts, l'absorption d' un 

photon de lumière rouge et bleue, donc on observe deux niveaux d'énergie de l'état singulet 

excité (Figure 2.17). La lumière bleue possède une énergie plus élevée que la lumière rouge 

provoquant le passage de la chlorophylle à 1 'état excité supérieur. Au cours de 1 'absorption de 

la lumière par les pigments, ce sont les électrons n qui interagissent avec la lumière visible. 

En fait, les cycles de la chlorophylle possèdent les liaisons conjuguées et les électrons 1t sont 

impliqués dans des liaisons responsables de l' absorption de la lumière. L' énergie d' excitation 

est transférée par résonance d'une molécule de chlorophylle à une autre jusqu'à la paire 

spéciale de Chl a du centre réactionnel du PSJJ, appelé le P680, qui passera à un état excité 

P680* (Figure 2.18). Les passages internes ou les relaxations se déroulent lors du retour de la 

chlorophylle excitée à un niveau énergie plus faible que l'énergie d'excitation par la 

dissipation sous forme de chaleur ou sous forme de fluorescence (Farineau et Morot-Gaudry, 

2006 ; Jupin et Lamant, 1999 ; Mal kin et Niyogi, 2000). 
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Ground state 

Figure 2.17 Les niveaux d'énergie dans la molécule de chlorophylle (d'après Malkin et 

Niyogi , 2000). 

L'ensemble des centres réactionnels et des antennes associées fonct ionnent comme 

une photopile biologique captant l'énergie lumineuse puis le transfert se fait à une dernière 

molécule de chlorophylle, qui à l'état excité fonctionne comme un réducteur pour un 

accepteur d' électron, et finalement la conversion de cette énergie est capturée en énergie 

chimique (Figure 2.19) (Brack et Mathis, 2000). 
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Figure 2.18 Schéma de 1 'organisation des pigments participant au transfert d'énergie dans le 

PSU (d'après Jupin et Lamant, l999). 
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Figure 2.19 Fonctionnement d'une unité photosynthétique (d'après Brack et Mathis, 2000). 
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2.2.2 Le fonctionnement du photosystème 

La photosynthèse oxygénique dépend de deux centres réactionnels, le PSU et le PSI, 

qui sont liés par le complexe cytochrome b6f et les transporteurs d'électrons (Figure 2.20) 

(Whitmarsh et Govindjee, 1999). 

E 
c ... 

PC ~ •••••••••••••. PC 

(a) Photosystem Il Cytochrome b6f Photosystem 1 ATP synthase 

Figure 2.20 Disposition schématique des complexes protéiques et les cofacteurs impliqués 

dans le transport d'électrons et le transport de protons au cours de 

la photosynthèse dans les plantes supérieures. LHCl et LHCII, Complexe collecteur de 

lumière (Light Harvesting Complexes) du PSI et du PSU; QA et QB, Quinone A et B, 

accepteur primaire et secondaire d'électron du PSII; Pheo, Phéophytine; PQ, PQH2, 

Plastoquinone à l'état oxydé et réduit ; PC, Plastocyanine; Fd, Ferrédoxine; FNR, Ferrédoxine 

NADP-réductase; l' ATP synthétase avec les facteurs de couplage (CF0 et CF 1). Cette Figure a 

été dessinée par Dmitriy Shevela (dans le laboratoire de J.M.) (d'après Whitmarsh et 

Govindjee, 1999). 

Le complexe cytochrome b6f, le PSTI et le PSI sont noyés dans la membrane 

photosynthétique. Les membranes photosynthétiques ou les thylacoïdes chez les plantes et les 

algues sont situés à l'intérieur des chloroplastes. La lumière est absorbée par les systèmes 

antennaires du PSIT et PSI fournissant l'énergie pour le transport d'électrons à partir de l'eau 

en nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADP+). En fait, le transport d'électrons 

entre le PSII et PSI fournit l'énergie pow- la formation du gradient de protons à travers la 
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membrane, puis le gradient de protons va être utilisé par l' ATP synthétase pour produire de 

I' ATP. L' ATP et le NADPH produits par la réaction lumineuse à la suite du transport 

d'électrons fournissent l'énergie nécessaire pour la transformati on du co2 en glucides 

(Govindj ee et al. , 201 0). 

Le PSll utili se la lumière visible (400 - 700 nm) pour réaliser la réaction globale ci

dessous : 

(2.2) 

Cette réacti on chimique possède deux étapes: la photooxydati on de 1 'eau et la 

réduction de la plastoquinone conduisant un gradient de protons à travers la membrane des 

thylacoïdes. La photooxydàtion de l'eau (équati on 2.3) est la somme de quatre réactions 

indi viduelles au cours desquelles deux molécules d'eau sont fract ionnées pour obten ir une 

mol écule d'0 2 et quatre protons sont libérés dans la phase aqueuse interne de la membrane 

photosynthétique (lumen) contribuant à la formati on du gradient de protons utili sé pour la 

formation d' ATP. Quatre électrons extraits sont utilisés pour le transport d'électrons via le 

PSII et PSI (Govindjee et al., 2010 ; Lubitz, Reij erse et Mess inger, 2008). 

(2.3) 

Le complexe de dégagement d'oxygène (CDO) participe dans la photolyse de l'eau. Il 

est composé de trois protéines extrinsèques à côté du lumen PsbO (33 kDa), PsbQ (17 kDa) 

et PsbP (23 kDa) (Rivas, Baisera et Barber, 2004). Le cluster de Mn40 xCa (x 2: 4) est le cœur 

de ce complexe, qui est situé dans le lumen à côté de la protéine Dl , possèdant un ligand de 

la protéine CP43. En fait, le cluster de Mn40 xCa est entouré par les protéines Dl et 02, les 

extensions des proté ines de l'ante,nne interne CP43 et CP47 et plusieurs polypeptides 

extrinsèques qui stabilisent et optimisent le complexe de la photolyse de l'eau et son activité. 
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Le cluster de Mn40xCa est impliqué dans l'extraction des électrons de l'eau (Figure 2.21) 

(Govindjee et al., 201 0). 
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Figure 2.21 Modèle structurel des composés du centre réactionnel du PSII chez les plantes 

superieurs et les algues. Dl et D2, protéines dominantes du PSH; CP43 et CP47, protéines de 

l'antenne interne; cyt b559, cytochrome b559; QA , quinone a; Q8 , quinone b; M~OxCa, 

tétramère (cluster) de manganèse d'oxygène de calcium où x 2': 4, impliqué dans l'extraction 

des électrons de l'eau; P680, la paire spéciale de chlorophylles ( P01 et P02 ) du PSII; Chl01 , 

le donneur primaire d'électron; Pheo0 ~, la phéophytine sur Dl qui est l'accepteur primaire 

d'électron; Yz (sur Dl) et Y0 (sur D2) sont les résidus tyrosine redox active; PQ, 

Plastoquinone mobile dans la membrane; LHC-Il, Complexe collecteur de lumière du PSII; 

PsbO (33 kDa), PsbQ (16 kDa) et PsbP (23 kDa) sont des protéines extrinsèque qui 

stabilisent et optimisent Je complexe de la photolyse de l'eau et son activité. Cette Figure a 

été dessinée par Dmitriy Shevela (dans le laboratoire de J.M.) (d'après Govindjee et al., 

2010). 

11 existe quatre processus participant dans· la réalisation des réactions du PSIT (Lubitz, 

Reijerse et Messinger, 2008). La première étape est l'absorption de la lumière et le transfert 
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d'énergie qui est réalisée par les molécules de pigments (chlorophylle, caroténoïde) des 

complexes antennaires (équat ion 2.4): 

(2.4) 

L'antenne interne du complexe antennaire est associée au centre réactionnel du PS!l 

(Figure 2.21). Elle est constituée de deux protéines, CP43 et CP47 (poids molécul aire de 32 

et 34 kDa, respectivement). L'excitation (ou exciton) est transférée au hasard, d' un pigment à 

l'état excité à un autre à l'état fondamenta l (Ba11er, Klug et Van Grondelle, 2005) (équation 

2.5) jusqu'à la paire spéciale de chl orophyll e du centre réactionnelle du PSI! (P680). 

(2.5) 

La première séparation de charge et la stabilisation se déroule dans le centre 

réactionnel (RC) qui est organisé par quatre molécules de ch lorophyll e et deux molécules de 

phéophytine. En fait, la séparation de charge va initier le transport d'électrons vers 

l'accepteur primaire d'électrons (phéo). Deux protéines majeures du PSII sont Dl et D2. Les 

composants du transport d'électrons (chlorophylle et phéophytine) se lient par Dl et D2 

(Figure 2.21 ). L'ensemble de ces processus est montré par 1 'équation 2.6 (Renger et 

Holzwarth, 2005) : 

(2.6) 

Le radical cation de Ch 1Re·+ est auss i connu comme P680·+ à cause de 1 ' absorption 

maximale de la ChiRe à une longueur d'onde de 680 nm (Govindjee et Coleman, 1990), et 
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pour cette raison le centre réactionnel du PSII est souvent appelé P680. En conséquence, un 

électron de la Chi Re• (ou P680*) sera transféré vers la Phéo et la Chi Re ou P680 qui aura l'état 

oxydé (Ch1 Rc
0

+ ou P680°+). Le transfert d'électrons de la Phéo à la molécule de la 

pl astoquinone (PQ) liée au site QA et la réducti on de P680o+ par Y z qui est le résidu tyrosine 

redox acti ve de la protéine D 1 vont stabiliser la premi ère séparation de charge. Le Y z oxydé 

ou Y zo va ensuite oxyder le cluster de Mn40 xCa. Tous les deux sont des composants du 

complexe de dégagement d'oxygène et le cluster de Mn40 ,Ca est le cœur de ce complexe. 

Après quatre oxydati ons success ives du elus ter de Mn40 ,Ca pa r Y z
0

, deux molécul es de 1 'eau 

fractionnées condui sent à la formati on d' une molécul e d'oxygène. 

Le modèle des états « S » permet de mieux comprendre comment la photooxidation de 

!'-eau indui t la réaction photochimique (Kok, Forbush et McG ioin, 1970). Il s ont suggéré que 

la libération d'0 2 a besoin de quatre transferts d'électrons que chaque transfert d'électron du 

complexe de dégagement d'oxygène permet le passage d' un état " S" à un autre te l qu ' il est 

montré par l'équation 2.7: 

(2.7) 

En fa it, Le rendement de formation d'oxygène pendant la photooxydation de l'eau 

passe par un cycle de 5 étapes et le cycle est avancé séquentiell ement par les photons capturés 

par le PSI! jusqu'à l'état fortement oxydé ou S4 (Fi gure 2.22). La photooxydation de l' eau se 

déroule à l'état s 4, ce qui entraîne l'émiss ion d' une molécule d'0 2 et le retour à l'état SI . 

L'électron capté par la phéophytine est ensuite transféré par une chaîne de transport 

composant les quinones (QA et Qg), les pl astoquinones (PQ), le cytochrome b6f et les 

plastocyanines (PC). QA est une molécule PQ fermement li ée tandis que Qg est une molécule 

PQ mobi le, l'électron de QA est transféré à une autre molécule de plastoquinone liée au site 

Qg. Après deux mouvements photochimiques, Qg devient complètement réduit et les deux 

charges négatives de la PQ sont neutralisées par deux protons en provenance du stroma 

formant PQH2. Les molécul es de pl astoquinones rédui sent les cytochromes b6f et li bèrent 
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deux protons dans le lumen du thylacoïde, ce qui contribue à la formation du gradient 

transmembranaire de protons nécessaire pour la synthèse de l' ATP. Ensuite, une nouvelle 

molécule de PQ se lie au site Q8 dans la membrane de thylacoïdes. Les étapes mentionnées 

sont montrées par les équations ci-dessous (Lubitz, Reijerse et Messinger, 2008) : 

, ~0 F, 
7'~-
s. 

lro~c:.X 
- ~ 

1'680 P680· 

\__/ 

~ 
hu 

l 'biSO·)~Iru 
P680 

Figure 2.22 Schéma de la formation des états S et la production de protons pendant la 

photooxydation de l'eau conduisant au dégagement d'02 (Buchanan, Gruissem et Jones, 

2000). 

(2.8) 
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(2.9) 

(2.10) 

(2. 11 ) 

Les réactions (2.8 - 2. 10) constituent la barrière à deux électrons qui stabil ise la 

séparation de charge et les électrons sont transportés à partir du PSII par une chaîne de 

transport linéaire des électrons photosynthétiques conduisant à la réduct ion du dioxyde de 

carbone (C02) et la synthèse des glucides . Les cytochromes b6f transfèrent les électrons à la 

p1astocyanine, puis au P700+ du PSI. Le fer non hémique entre QA et Q8 représente plus un 

rôle structural, mais il peut se lier à un ion bicarbonate en impliquant dans l'ajout deux 

protons à Q8
2

-. 

L'efficacité de la réaction photochimique du PSI! dépend de la recombinaison de la 

première séparation de charge ou dépend de la stabili sation de la séparation de charge qui se 

fait par le transport rapide (dans la plage de 200 ps) des électrons à partir de la phéophytine à 

la molécule de pl astoquinone (PQ) liée au si te QA. Le transport linéaire d'électrons entre PSII 

et PSI peut être présenté comme un schéma en Z en considérant les différences dans le 

potentiel redox des transporteurs d'électrons associés au PSI! et PSI (F igure 2.2 1 et 2.23) 

(Whitmarsh et Govindjee, 1999). 
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Figure 2.23 Schéma enZ des réactions de transfert d'électrons photosynthétiques en fonction 

de leur potentiel d'oxydoréduction. La durée approximative du transfert d'électrons est 

indiquée pour plusieurs réactions. Mn40 xCa, tétramère (cluster) de manganèse d'oxygène et 

de calcium où x2: 4; Yz, tyrosine-161 sur la protéine Dl ; P680, le premier donneur d'électron 

du PSTI; P680*, l'état excité du P680; Pheo, la phéophytine; QA , plastoquinone liée; Q8 , 

plastoquinone liée et non liée au PSU; PQ, le pool de plastoquinones. La boite centrale (en 

bleu) représente un complexe de protéines contenus deux molécules cytochromes b6f et une 

protéine fer-soufre (FeS) et un cytochrome f (Cyt f); PC, plastocyanine; P700, le centre 

réactionnel du PSI; P700*, l'état excité de P700; A0 , une molécule spéciale de chlorophylle a 

; A" Fx, FA/Fs et Fd sont les accepteurs d'électrons du PSI ; Fd, férredoxine; FNR, férredoxine 

NADP-réductase; NADP+, nicotinamide adénine dinucléotide phosphate. Cette Figure a été 

dessinée par Dmitriy Shevela (dans le laboratoire de J.M.) (d'après Whitmarsh et Govindjee, 

1999). 
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2.2.3 Dissipation d'énergie au niveau du photosystème II 

La lumière est absorbée par la chlorophylle et les caroténoïdes qui sont liés aux 

complexes collecteurs de lumière (LHC-protéines) dans la membrane du thylacoïde. En fait, 

la molécule de chlorophylle passe à l'état singulet excité (1Chl*) et pour retourner à un niveau 

d'énergie plus faib le, l'énergie d'excitation peut être dissipée par la voie photochimique, 

c'est-à-dire l'énergie d' excitation peut être transférée vers les centres réactionnels entrainant 

le transport des électrons. Cela conduit à l'oxydation de l'eau, à la réduction du NADP+ et 

finalement à l'utilisation de l'énergie produite pour la synthèse de l' ATP. D'autres voies de 

dissipation de 1 'énergie d'excitation peuvent être sous f01me non-photochimique (NPQ) ou 

de chaleur, et aussi sous forme de fluorescence par l'état triplet excité echl*). L'état triplet 

excité echl *) peut transférer 1 'énergie à 1' état fondamental de 1 ' 0 2 formant 1 ' oxygène 

singulet (10 2*), l'une des espèces réactives de l' oxygène extrêmement nuisibles (Figure 2.24). 

La dissipation de 1 'énergie d'excitation par la voie non-photoch~mique peut faire diminuer la 

fluorescence chlorophyllienne, appelée NPQ ou qN (quenching non photochimique) (Müller, 

Li et Niyogi , 2001). En fait, le phénomène de quenching correspond à une diminution de la 

fluorescence qui peut être lié à la dissipation d'énergie via la réaction photochimique et les 

réactions non photochimiques (sous forme de chaleur) (Schreiber, 2004). 

4 
/ 

1Chl* 

3Chl* 
fluorescence 

photochemlstry (qP) 

heat(NPQ) 
Chi 

light 

Figure 2.24 Voies de dissipation d'énergie de la chlorophylle excitée du PSII (d ' après 

Müller, Li et Niyogi, 2001). 
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Strasser et Strasser (Figure 2.25) ont développé (1995) un modèle simple représentant 

les flux d'énergie dans l'appareil photosynthétique qui est basé sur la théorie des flux 

d'énergie de Strasser (1978, 1981) (Force, Critchley et van Rensen, 2003 ; Strasser et 

Strasser, 1995). 

PSJJ antcnna 

PSI! reaction centre 

Absorbed flux 

Dissipative flux 
Trapping flux 

Electron transport flux 

Figure 2.25 Modèle simple des flux d'énergie dans l'appareil photosynthétique présenté par 

Strasser et Strasser (1995), basé sur la théorie des flux d'énergie de Strasser (1978, 1981). 

Les flux d'énergie peuvent être considérés comme un flux absorbé (ABS), un flux d'énergie 

piégée par le centre réactionnel du PSU (TR), utilisant pour faire la séparation de charge, un 

flux d'énergie engagé dans Je transport d 'électrons (ET), un flux d'énergie dissipé sous forme 

de chaleur ou de fluorescence (Dl). 

Les voies principales des flux d 'énergie liées à la fluorescence chlorophyllienne (Chi 

a) ont été présentées par Stribet et Govindjee (20 Il) (Figure 2.26). JABs représente le taux 

d'absorption des photons par les pigments antennaires du PSU, J0 1 est le flux d'énergie dissipé 

sous forme de chaleur ou de fluorescence, JTR représente le taux de l'énergie piégée par le 

centre réactionnel du PSII formant P680+ et pheQA·, et J ET est le taux du transport d'électrons 

à partir de la molécule de 1 'eau à Fd et NADP+. 

Un modèle simple pour la photochimie du photosystème II a été présenté par Butler 

(1978) (Figure 2.27). Comme ce modèle montre clairement, l'énergie lumineuse absorbée par 

les chlorophylles associées au PSII peut être utilisée pour réaliser la réaction photochimique 

par laquelle un électron ( e·) est transféré à partir du centre réactionnel du PSII, P680, à 1' 

accepteur primaire d' électron qui est la quinone A (QA)- Autrement, l' énergie d'éxcitation 

peut être dissipée sous forme de fluorescence chlorophyllienne ou sous forme de chaleur. 
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Figure 2.26 Représentation schématique des principales voies de flux d' énergie liées à la 

fluorescence chlorophyllienne (Chi a). Comme l'origine de la fluorescence chlorophyllienne 

vient des systèmes antennaires du PSTJ, J ABS est inséré dans la partie concernant Je PSfl 

(Stirbet et Govindjee, 2011). 

C'est-à-dire que· la photochimie du photosystème II fait concun·ence avec les processus 

de fluorescence et la perte de chaleur, de sorte que la diminution du transfert d'énergie par la 

voie photochimique va augmenter la dissipation via la fluorescence et la chaleur (Baker, 

2008). 
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Figure 2.27 Les voies de dissipation d'énergie du photosystème II (modèle présenté par 

Butler, 1978 ). 

2.2.4 Induction de la fluorescence 

L'induction de la fluorescence chlorophyllienne (Chi a) (Fl) est une méthode très 

sensible, rapide, non invasive et facile à mesurer avec des équipements moins coûteux 

donnant des informations importantes concernant le fonctionnement de 1 'appareil 

photosynthétique (Lazar, 1999 ; Papageorgiou et Govindjee, 2004). L'induction de la 

fluorescence chlorophyllienne a été découverte par Kautsky et Hirsh en 1931 . Il s ont 

découvert que les plantes sous une illumination continue émettaient de la fluorescence de 

sorte que l'intensité de la fl uorescence chlorophyllienne montraient des changements 

caractéristiques en fonction du temps. La mesure de la cinétique de la fluorescence variable 

est appelée l'induction de la fluorescence chlorophyllienne (FI) ou effet Kautsky. Deux étapes 

sont observées dans l'induction de la fluorescence, l'augmentation rapide (1 sec) de 

l'intensité de la fluorescence à partir d'un niveau faible initial (F0 ) à un niveau d'intensité 

maximale (Fr ou FM) sous une lumière saturante et après quelques minutes une diminution 

lente de l'intensité de la fluorescence (Fs ou Ft). Le phénomène de quenching correspond à 

une diminution de la fluorescence. Donc, l'augmentation rapide de l'intensité de la 

fluorescence correspond à la conversion de l'état éteint (quenched) à l'état non éteint 

(unquenched) du PSII. L'état éteint est appelé ouvert, c'est-à-dire que le centre réactionnel du 
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PSU est capable de faire la séparation de charge avec une grande capacité, tandis que l'état 

non éteint est appelé fermé et se déroule lorsque le centre réactionnel du PSTT n'est pas 

capable de faire la réaction photochimique (Strasser, Srivastava et Govindjee, 1995). 

L'émission de la fluorescence chlorophyllienne est issue de la chlorophylle a des antennes 

collectrices de la lumière du PSU et de la Chi b qui joue un rôle accessoire transférant 

1 'énergie d'excitation à la Chi a (Lazar, 1999). 

La lumière est absorbée et la chlorophylle passe de l'état stable à l'état excité. Pour 

retourner à un niveau d'énergie plus faible, l'énergie d'excitation peut être dissiP.ée via la 

voie photochimique, sous forme de chaleur ou bien sous forme de fluorescence. La Figure 

2.28 (a) (Govindjee et al., 2010) montre que, quand le centre réactionnel est ouvert, l'énergie 

est utilisée pour la séparation de charge et l'émission de la fluorescence chlorophyllienne est 

minimale. En fait, la fluorescence minimale est nommée la fluorescence de base (Fo) lorsque 

QA est oxydée. Lorsque le centre réactionnel est fermé (Figure 2.28 (b)), l'émission de la 

fluorescence chlorophyllienne est maximale et est nommée la fluorescence maximale (FM) 

lorsque QA est complètement réduite (Lazar, 2006 ; Strasser et Stirbet, 2001 ; Vredenberg, 

2000). Il faut ajouter que F0 représente le signal de fluorescence provenant des chlorophylles 

excitées avant d'atteindre l'énergie d 'excitation au centre réactionnel du PSII (Mathis et 

Paillotin, 1981 ). 

Fluorescence (Fo) Fluorescence (F01.,) 

Figure 2.28 Les antennes collectrices de la lumière avec les centres réactionnels fermés et 

ouverts. Petites flèches rouges montrent le transfert d'énergie d'excitation à partir d'une 

molécule de chlorophylle à l'autre; disques verts, Chi a et b; disques jaunes, les caroténoïdes; 
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disque vert foncé au mi lieu du panneau (a), centre réactionnel ouvert; disque vert clair au 

milieu du panneau (b), centre réactionnel fermé. Cette Figure a été dessinée par Dmitriy 

Shevela (dans le laboratoire de J.M.) (d 'après Govindjee et al., 2010). 

2.2.5 Principe de la cinétique rapide de fluorescence chlorophyllienne 

Strasser, Srivastava et Govindjee (1995) ont montré pour la première fois qu'il existe 

différentes étapes dans la courbe de croissance de l'induction rapide de la fluorescence 

ch lorophyllienne entre le niveau initial (F0 ) et le niveau maximal (Fp ou FM) de sorte que 

cette cinétique rapide et polyphasique de fluorescence correspond à 1 'activité du transport 

d'électrons du PSII et de la photolyse de l'eau. Ils ont choisi les symboles 0-J-1-P pour 

identifier ces étapes en présentant la cinétique rapide de la fluorescence chlorophyllienne sur 

une échelle de temps logarithmique. En fait, les transitions 0-J-1-P montrent les différents 

états d'oxydoréduction des transporteurs d'électrons du PSII (Figure 2.29). En fait, 

l'induction de la fluorescence chlorophyllienne est commencée à l' état initial de fluorescence 

(F0 ) et elle atteint l'état maximal (Fr) en passant par deux étapes intermédiaires (F1 et F1). La 

transition 0-J représente la réduction de l'accepteur primaire d'électrons, QA (Neubauer et 

Schreiber, 1987 ; Strasser, Srivastava et Govindjee, 1995). L'émission de fluorescence à la 

transition 1 montre la première réduction de Q8 (Strasser, Srivastava et Govindjee, l 995), la 

transition I-P représente une accumulation de Q8 complètement réduit (QA.Q8
2
-) et le niveau 

maximal de fluorescence est atteint quand les PQ sont complètement réduites (Neubauer et 

Schreiber, l 987 ; Strasser, Srivastava et Govindjee, 1995). Selon les conditions 

expérimentales, une diminution de l' intensité de fluorescence (dip) peut être observée après 

chaque étape (Strasser, Srivas tava et Govindjee, 1995). 
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Figure 2.29 Courbe d' induction de fluorescence représentant les transitions 0-J-1-P, mesurée 

sur une échelle de temps logarithmique; QA, accepteur primaire; Q8 , accepteur secondaire; 

PQH2, Plastoquinone à l'état réduite; P680*, Centre réactionnel du PSJI à l'état excité 

(d'après Strasser, Srivastava et Govindjee, 1995). 

L'induction de la fluorescence chlorophyllienne peut être utilisée comme un outil 

sensible pour l'analyse in vivo de l'appareil photosynthétique sous les conditions 

physiologiques. L'acquisition de la cinétique rapide de fluorescence chlorophyllienne permet 

d'estimer différents paramètres de fluorescence connus comme indicateurs de l'efficacité 

photochimique du PSII. Selon le temps de l'apparition de chaque étape à la Figure 2.29, ces 

paramètres vont être déterminés à 20 !J.SeC (Fo = F2oJ.tsec), 2 msec (FJ = F2msec), 30 msec (F, = 

F3omsec)· La fluorescence maximale est atteinte (FM) à la transition P sous une lumière 

saturante. Dans notre travail les paramètres ci-dessous ont été utilisés : 

-Le rendement de la réaction photochimique primaire du PSII: 

<l>ro = (FM- F2oJ.1Sec) 1 FM= Fv/ FM (Strasser, Tsimilli-Michael et Srivastava, 2004) 
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Où F2of1Sec représente le niveau de fluorescence de base à 20 11sec à la transition 0 lorsque le 

centre réactionnel du PSII est complètement ouvert et FM est le niveau de fluorescence 

maximal à la transition P lorsque le centre réactionnel du PSU est compl ètement fermé qui 

indique la réduction maximale du PSII. Fv représente la fluorescence vari able maximale. 

-Le paramètre ABS/RC qui permet une estimation de la propot1ion des antennes collectrices 

du centre réactionnel (RC) du PSII et donc une es ti mati on de 1 'absorption de 1 'énergie 

lumineuse (ABS) : 

ABS/RC = ([M
0
N 1] 1 [F) FM]) (Force, Critchley et van Rensen, 2003) 

Où Mo indique la vitesse initiale de l' induction de la fluorescence va riabl e dépendant du 

centre réactionnel du PSI! selon l'équati on Mo = (4 [ F3oo~s - F2of,,)/[FM - F2ops]) où F3oo ~s 

représente le niveau de fluorescence à 300 11sec et le paramètre V1 indique la fluorescence 

variable relative à la réduction de QA selon l'équation V; = ([F2ms- F2of"]/[F 1- F2o1" ]) où Fzms 

représente le niveau de fluorescence à 2 msec à la transiti on J. En fa it, le ratio MJ V1 

représente le taux pi égé maximal selon lequel une paire d'électron-trou est pi égé par le centre 

réactionnel. 

- L' indice de performance du PSII qui est obtenu en multipli ant trois paramètres : 

PIABc = ( 1- [ Fzof"- FtvtiMoN ;]) (FM- Fo/F0 ) ( 1- Y/ Y1) (Strasser, Ts imilli-Michael et 

Sri vas ta va, 2004 ). 



CHAPITRE III 

MA TÉ RIEL ET MÉTHODES 

3.1 Le matériel et les équipements analytiques 

3.1.1 Liste du matériel utilisé 

- Chlamydomonas reinhardtii, le phénotype sauvage (CC- 125, Duke University, 

Durham, NC). 

- Chlamydomonas acidophila, la souche CPCC-1 21 (University of Waterloo, Waterloo, 

ON, Canada). 

-Milieu de culture HSM préparé au laboratoire (Harris, 1989). 

- Milieu de culture MAM préparé au laboratoire (O iaveson et Stokes, 1989). 

- Acide nitrique 72%. 

-EDTA. 

-Peroxyde d'hydrogène 30% (Caledon laboratory chemicals). 

-Sel de CdCl2 (Anachemia). 

- Diacétate de fluorescéine (FDA, Invitrogen Molecular Probe, Eugene, OR) . 

- Eau nanopure (Thermo Scientific Barnstead Nanopure ultrapure water purification 
system). 

- Acetone l 00%. 
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- Méthanol 100%. 

-Papier filtre en nitrate de cellulose (Mi llipore 0.45 flm) . 

-Papier fi ltre de fibre de verre millipore (Mi llipore No. AP2001300). 

- Seringues de 50 ml et 25 ml. 

3.1.2 Les appareil s 

-Compteur de cellules, Multisi zer Z3 (Beckman Coulter Inc, Ful lerton, CA). 

-Spectrométrie UV-Vis (Lambda 40, Perkin-Eimer, Woodbridge, Canada). 

- Spectrométrie d'absorption atomique (F AAS, Varian spectrAA 220 FS). 

- Cytomètre en flux (FacScan; Becton Dickinson instrument). 

- Handy-PEA, Hansatech Ltd. , Norfolk, UK. 

- Agitateur. 

- Centrifugeuse. 

3.1.3 Les logici els 

- Logiciel Visual MINTEQ 2.6l(KTH, Department of Land and Water Resources 

Engineering, Stockholm, Sweden). 

-Logiciel WinMDI 2.8. 

-Logiciel Microsoft Office Excel 2007. 

3.2 Les approches méthodologiques 

3.2.1 Les cultures d'algues 

Les algues vertes Clamydomonas reinhardtii et Chlamydomonas acidophila ont été 

cultivées dans un litre de milieu de culture HSM (Harris, 1989), et aussi de MAM (Olaveson 
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et Stokes, 1989) seulement pour la croissance de C. acidophila à pH 4 sous un régime de 

lumière continue obtenu par des lampes fluorescentes blanches à une intensité de 60 11mol de 

photons m·2 s· 1 (Sylvania Grolux F 36 W, Drummondville, Canada) et sous une aération 

permettant d 'obterùr une concentration constante de C0 2 et une température de 24 ± PC. La 

densité cellulaire en phase exponentielle des algues dans chaque milieu a été déterminée par 

le Multisizer Z3 et par la mesure de l'absorbance à l' aide de la spectrométrie UV-Vis à 

longueur d'onde de 750 nm. 
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Figure 3.1 La courbe d'étalon (A) et la courbe de croissance (B) des cultures d' algues C. 

reinhardtii et C. acidophila dans Je mil ieu HSM et MAM. 

La courbe d'étalon représentant la densité cellulaire en fonction de l'absorbance est 

montrée pour chaque culture dans la Figure 3.1 A. L'équation linéaire obtenue pour C. 

reinhardtii etC. acidophila dans le mil ieu HSM est respectivement y= 3 106 x - 15965, et 

y = 3 106 x - 40384 et pour C. acidophila dans le milieu MAM, y = 4 106 x - 31833, où y 

représente la densité cellulaire et x représente l'absorbance. La courbe de croissance 

représentant la densité cellulaire en fonction du jour a été obtenue pendant 4 jours de 

croissance des algues (Figure 3.1 B). La densité initiale obtenue pour toutes les algues dans 

tous les milieux de culture était de 500000 cellules/mL. 

3.2.2 Traitement au cadmium 

La solution mère (600 mM) a été préparée avec le CdCh dissous dans l'eau nanopure. 

Les algues en phase exponentielle (500000 de cellules 1 mL) ont été exposées aux différentes 
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concentrations de Cd entre 50 et 600 )lM. Le volume final d'exposition des algues a été de 20 

mL et les échantillons ont été préparés à l'a ide des mili eux de cultures HSM et MAM. 

Pendant 72 h d'exposition au Cd, des mesures ont été effectuées concernant le changement de 

la densité, de la taille et de la granulosité cellulaire, de l'accumulation intracellulaire et de 

1 'activité des enzymes estérases. Pendant 24 h d'exposition au Cd, la mesure de la 

fluorescence chlorophyllienne a été faite. Les algues exposées ont été mises sur l'agitateur 

avec une vitesse constante de 100 rpm. Le calcule d'équilibre chimique en uti li sant le logiciel 

Visual MTNTEQ 2.61 a permis de déterminer la proportion en ion libre de Cd dans chaque 

milieu de culture. Les concentrations nominales de Cd et les concentrations totales des 

constituants des milieux de culture ont été utilisées comme les données d'entrées. Les ions 

libres de Cd aux concentrations de 6, 173, 12,383, 24,887, 50,2 12 et 75,954 )lM 

correspondent respectivement aux concentrations totales de Cd de 50, 100, 200, 400 et 600 

)lM dans le milieu HSM et ces valeurs pour les ions libres de Cd sont égales aux 

concentrations de 16,572, 50,629, 118,640, 252,940 et 384,870 )lM dans le milieu MAM. En 

fai t, l'effet toxiq ue des métaux est li é directement aux ions métalliques libres par rapport à la 

concentration totale du métal (Gimmler et al., 199 1), et Nishikawa et Tom inaga (2001) ont 

mentio!'lné que le pH joue un rôle très important pour la spéciation et la disponibilité des 

métaux pour les organismes vivants. Le tableau 3.1 montrent les formes de Cd qui sont en 

contact avec des cellules dans chaque milieu de culture. La détermination de la spéciation 

intracellulaire en métaux pourrait nous renseigner indirectement sur l'état physiologique d'un 

orgamsme. 

La spéciation des métaux en solution est dominée par la complexation inorganique et 

organique, les réactions d'oxydoréduction, la précipitation-dissolution, 1 ' adsorption

désorption et les facteurs du pH, la température, 1 'aération et la salinité. D'autres 

compositions de la solution, comme les matières organiques et les minéraux argi leux, 

peuvent influencer la spéciation, la mobilité et la toxicité des métaux. Les métaux en solution 

se trouvent comme les ions libres, les complexes solubles avec les ligands inorganiques de 

SO/, cr, OH', PO/, N03· , CO/' et les ligands organiques comme les acides fulviques et 

humiques, les composées aromatiques et aliphatiques et l'acide carboxylique. La disponibilité 

d'un métal dans le milieu acide est plus grande, bien que la compétition des ions de W peut 
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réduire et empêcher la li aison et le transport des métaux (Gadd, 2009). Chaque échantillon 

traité et auss i les échantillons témoins (l 'échantillon sans ajout de Cd) ont été préparés en 

quatre répétitions pour les mesures de la densité cellulaire, de l'accumulati on intracellul ai re 

et de la fluorescence chlorophyllienne, et en huit répétitions pour les mesures du cytomètre en 

flux. 

Tableau 3.1 Spéciati on de Cd (%) à 25°C dans le mil ieu HSM et MAM en utili sant le logiciel 

de calcul de l'équilibre chimique (Vi sual MlNTEQ 2.61 ). 

pH = 7 [Cd] ~ tM 

Espèce 50 100 200 400 600 
chimique 

Cd1+ 12,35% 1 2.38°·'Ô 12,44% 12,55% 12,66% 
CclCJ+ 5,59% 5,66% 5,81% 6.08% 6,36% 
CdCI1 0, 16% 0,16% 0,17% 0. 18% 0, 20% 

CelSO~ 0,03% 0,03% 0,03% 0,03% 0,03% 
Cc!NH3

1+ 0. 125% 0,125% 0,126% 0, 127% 0. 128% 

CdHPO~ 81,40% 8 1,38% 8 1 .26'!-'o 80,92% 80,54% 

CclEDTA·1 0,35% 0,26% 0, 18% 0, 11 % 0,08% 

pH = 4 [Cd] ~ t:tvi 

Espèce 50 100 200 400 600 
chimique 

C c[2+ 33.14% 50,63% 59.32% 63.24% 64,15% 
CdCJ+ 1 ,39'!-o 2.39% 3.42 4.95% 6.3 2% 

CelSO~ 1-2,7 1%, 19.3 3% 22,44% 23 ,50% 23,42% 
Cd(S04)1·1 0,86% 1,31 % 1.51% 1.57% 1,55% 

CclliP0 4 0.06% 0.09% 0.1 0% 0, 11 % 0, 11% 
CclEDTA·1 40.37% 20,45% 10,29% 5.1 6% 3,45% 

CclliEDTA· 11 .35% 5.75% 2,89% 1.44% 0,96% 

Cclli1EDTA 0. 12% 0,06% 0,03% 0.02% 0,01% 
Cc\Cl2 0.0% 0.0% 0,01% 0,02% 0,04% ' 

3.2.3 La mesure de la densité cellulaire 

La croissance de C. reinhardtii et C. acidophila a été mesurée lors de l'exposition au 

cadmium en comptant le nombre de cell ule après 24 h, 48 h et 72 h par la mesure de 

l'absorbance à 750 nm en uti lisant le spectromètre UV-Vis. Le calcul de la densité cellulaire a 
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été basé sur une relation normali sée entre l' absorbance à 750 nm et la densité cellulaire 

mesurée par l'apparei l Multi sizer Z3. 

3.2.4 La mesure de l'accumulation intracellulaire en cadmium 

Les changements de poids sec ont été analysés lorsque les cultures d'algue ont été 

exposées pendant 72 h au Cd. Les résultats sont obtenus par la spectrométrie d'absorption 

atomique à flamme. Afi n de mesurer la spectrométrie d'absorption atomique, les cellules 

d'algue traitées ont été filtrées sur le papier filtre en nitrate de cellulose. Pour retirer le Cd 

adsorbé sur la surface des cellul es, les cellules filtrées ont été lavées avec 5 mL de 1 mM de 

EDT A. Pour peser les cellules filtrées, elles ont été séchées à 32°C pendant 24 h. La 

concentration de cadmium intracellulaire a été déterminée après avo ir terminé le processus de 

di gestion en ajoutant 1 mL de HN03 concentré et 125 J.lL de peroxyde d'hydrogène à 30% sur 

les échanti llons séchés et en chauffant dans le bain de sable à 120 oc pendant 12 h. Les 

échantillons ont été dilués en ajoutant 10 mL de 1 'eau nanopure, et les solutions stocks de Cd, 

pour la mesure de la spectrométrie d'absorption atomique, ont été préparés en ajoutant de 

1 'acide nitrique concentré avec une concentration finale de 10% pour chaque échanti llon. Les 

valeurs ont été ensuite normalisées par unité de masse. 

3.2.5 Les mesures au cytomètre en flux 

Les fonctions cellul ai res et biochimiques induites en présence des ions métalliques de 

cadmium ont été évaluées en mesurant l'émiss ion de fluorescence déterminant l'act ivité 

enzymatique d'estérases et en mesurant la lumière diffusée (FSC, SSC) à l'aide du cytomètre 

en flux. 

Le cytomètre en flux réunit les cellul es dans un seul flux. Les cellules passent 

individuellement à travers une lumière provenant d'une source monochromatique (laser) 

donnant des informations sur la morphologie cellul aire. Le détecteur de la lumière diffusée 

sous un angle de moins de 15° par rapport 1 'axe du faisceau incident (FSC) fournit les 

données sur la taille des cellules et les valeurs sous un angle de 90° par rapport l'axe du 

faisceau incident (SSC) donnent des informations sur la structure intracellulaire et la 



• • ". ,/ 

480nm ' •\go• ~ ---..;;;.,;.;;=-...,-----'..:t: .I .... ~ 

70 

Figure 3.2 Représentati on schématique de la cytométri e en flu x. FSC, .f01·ward scattering 

detector; SSC, side scattering detector; FLD, fluorescence deteclor (Arsenault, Cvetkovi c et 

Popovic, 1993). 

granulosité des cellules (Figure 3.2) (Frank li n el al. , 2001 a). De plus, la mesure de l' intensité 

de la fluorescence de la Fluorescéine montre l'acti vité enzymatique d'estérases et l' intégrité 

de la membrane indiquant la viabilité cellul aire. Le diacétate de fl uorescéine (FDA) est utili sé 

pour mesurer l'activité des enzymes estérases (Breeuwer el al. , 1995). La FDA est une 

substance non-polaire et non-fluorescente qui pénètre dans la cellule. Dans la cellule, la 

molécule de FDA va être bri sée par les enzymes d'estérases et la Fluorescéine qui est une 

substance fluorescente va être produite. En conséquence, l'intensité de la Fluorescéine peut 

être utilisée comme un indicateur de l'acti vité métabolique et indirectement un marqueur de la 

viabi li té cellulaire parce que les cellu les mortes ne présentent pas d'activité métabol ique et 

leurs membranes sont endommagées (Frankli n et al. , 2001a). Les études de Franklin et ses 

collègues (200l a) ont montré que l' intensité de la fluorescence de la Fluorescéine chez 

Selenastrum capricornutum et Entomoneis punctulata a été diminuée en augmentant la 

concentration de cuivre lors d'exposition à court termes (1-24 h). li s ont suggéré que 

l'absorption du cuivre dans la cell ule et l'inhibition de l'act ivité des estérases étaient la raison 

de cette diminution. En fait, la fluorescence de la Fluorescéine montre les deux, la 

perméabilité de la membrane cellulai re et l'activité des enzymes estérases (Franklin et al. , 
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200la). Cependant, la perméabilité à l' Iodure de propidium (PI) entre les échantillons traités 

au cuivre et les témoins a confirmé la diminution de l' intensité de la fluorescence de la 

Fluorescéine qui n'était pas liée à la diminution de l'absorpti on de FDA. Au contraire de la 

FDA, l' Iodure de propidium (Pl) ne peut pas passer à travers les membranes cellul aires 

viables (Franqueira et al., 2000). L' in tensité de la fl uorescence de la Fluorescéine de 

Selenastrum capricornutum a été augmentée lors de l'exposition à court termes ( 1-24 h) aux 

concentrations moins élevée de cui vre. Frank! in et ses collègues (200 1 b) ont suggéré que 

cette augmentation venait de l'augmentation de l'absorption de FDA. Une augmentation de 

l' intensité de la fluorescence de la Fluorescéine par rapport au témoin a été observée chez C. 

reinhardtii lors d' une exposition à 48 h et 72 h à la concentrati on la plus élevée de Cd ( lOO 

J.!M), et cette augmentation était plus importante après 48 h d' expositi on (Jamers et al., 

2009). Ils ont supposé que cette augmentati on était liée probablement à la participation des 

enzymes estérases dans la détoxication de Cd. 

Dans notre travail , pour 500 J.!L de chaque échantill on traité, 10 J.!L de FDA (l a 

solution préparée par la dissolution de 4, 16 mg de FDA dans 1 mL d' acétone à 100%) a été 

ajouté et les échantill ons ont été incubés pendant 10 minutes à la température ambiante avant 

la mesure. Le temps nécessaire à chaque mesure était de 90 sec et les données ont été 

enregistrées en mode logarithmique. À l'a ide du logiciel WinMDI 2. 8, l'analyse des données 

a été effectuée et les résul tats ont été calculés en pourcentage du témoi n. 

3.2.6 La mesure de la fluorescence chl orophylli enne 

L' activité photosynthétique est un indicateur de l'équi libre phys iologique de la cellu le 

algale et peut être mesuré par la fluorescence chlorophylli enne. Dans cette étude, la 

fluorescence chlorophyll ienne a été mesurée comme un indicateur du transfert d'électrons 

dans l'apparei l photosynthétique par la cinétique rapide de la fluorescence chlorophyllienne. 

Avant la mesure de la fl uorescence, les échanti llons d'algues traités ont été adaptés à 

l'obscurité pendant 20 min. Les échantill ons d'algues ont été filtrés lentement sur un filtre de 

fi bre de verre Milli pore. Le volume nécessaire de cellules d'algues pour la fi ltration a été 

calculé à l' aide de la quantité totale de chl orophy'lle a+ b (le minimum est équival ant à 5 



72 

~g/mL) obtenue par la méthode spectrophotométrique de Lichtenthaler qui est expliquée ci

dessous (Lichtenthaler, 1987) : 

-Centri fuger 1 mL de culture d'algue (la vitesse maximum, 5 min). 
-Jeter le liquide, ajouter 1 mL de méthanol à lOO% (à l' obscurité), mélanger à l'aide 
d'agitateur (10 s) et incuber pour 15 min. Après avoir terminé le temps d' incubation, 
il faut centrifuger pour 5 min à la vitesse maximum. 
-Mesurer l'absorbance pour chaque échantillon à 652,4 nm, 665,2 nm et 750 nm. 
-Calculer la quantité totale de chlorophylle a+ b (~g/mL) à l'aide de l'équation 3. 1: 
Y (~g/mL) = (24.93 (A652.4 - A 750) + 1.44 (A665.2- A 750) (volume de méthanol 1 
volume de culture d'algue). 

(3 .1 ) 

Le volume calculé pour chaque échantillon d'algue a été filtré à l'a ide d' une seringue et 

la filtration doit se faire très lentement pour éviter de créer un stress sur les cellules. Pour 

chaque échanti llon, la cinétique rapide de la fluorescence de 10 ~s à 1 s a été mesurée par 

PEA en utilisant un fl ash saturant (3500 ~mol de photons m-2s- 1
) sous une faible illumination 

(verte). L'intensité de la fluorescence pour les transitions 0-J-1 a été déterminé à 20 ~s , 2ms 

et 30 ms respectivement, et le rendement maximum de la fluorescence (FP) a été évalué sous 

une illumination saturante. 

L'appareil Handy-PEA utilise une lumière fournie par trois di odes 

électroluminescentes (DEL) avec une haute intensité (3500 ~mol de photons m-2s-1) . Celles-ci 

fournissent une lumière rouge d' une longueur d' onde maximale de 650 nm qui est facilement 

absorbée par les ch loroplastes (le contenu infrarouge de la DEL est bloqué par des filtres 

(short-pass filters). Le détecteur est une photodiode avec une haute performance associée au 

système amplificateur. Le système optique permet au détecteur de recevoir seulement les 

signaux de la fluorescence émis avec une longueur d'onde plus longue et en conséquence les 

longueurs d'onde courtes reflétées par les DELs ne peuvent pas être reçues par la photodiode. 

Avant la mesure de la fluorescence, les échantil lons traités d'al gues ont été adaptés à 

l'obscurité, QA devient donc oxydée au maximum et le centre réactionnel du PSI! reste dans 

l'état ouvert et capable d'effectuer la réduction photochimique de QA. Après l'adaptation à 

l'obscurité, l'algue est exposée à une lumière' saturante qui permet à QA d'être réduite par les 

électrons qui viennent du centre réactionnel du PSII (P680). Sur une durée de 1 sec, la 
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cinétique rapide représente un passage du rendement de fluorescence d'un niveau F0 au 

ni veau maximal FM. La différence entre l' intensité de fluorescence lorsque tous les centres 

réactionnels sont ouvetts (QA) et lorsque les centres réactionnels sont à 1 'état fermé (QA-) 

donne la fluorescence variable qui dépend de la capacité photochimique du PSII. 
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4.1 Résumé 

Le cadmium (Cd) représente un des plus dangereux métaux contaminant 
l'environnement aquatique via les effluents d'eaux usées. Pour les organismes vivants, ce 
polluant peut devenir toxique à des concentrations faibles en raison de ses propriétés non 
essentielles pour les processus phys iologiques cellulaires. Pour une application 
d'assainissement des eaux usées contaminées aux métaux, les effets de la bioaccumulation de 
Cd ont été comparés entre les algues vertes C reinhardtii et C acidophila dans le but de 
sélectionner l'espèce la plus résistante au Cd. En considérant le rôle du pH pour la spéciation 
des métaux dans le milieu et donc leur di sponibilité pour les organismes vivants, la 
bioaccumulation et les fonctions cellulaires et biochimiques ont été analysées et comparées 
lorsque les algues étaient exposées pendant 72 heures aux différentes concentrations de Cd 
(50-600 !lM) correspondant à 6. 173, 12.383, 24.887, 50.212 et 75.954 !lM en ion libre de 
Cd2

+ à pH=7 et correspondant à 16.572, 50.629, 118.640, 252.940 et 384.870 11M en ion libre 
de Cd2

+ à pH=4. L'espèce C reinhardtii a montré une capacité d'accumulation intracellulaire 
en Cd plus élevée par rapport à C acidophila. La division cellulaire et le transport des 
électrons photosynthétiques dépendant de l'accumulation intracellulaire en Cd ont montré 
une réduction lors de 1 'exposition aux concentrations plus élevées de Cd chez C reinhardtii 
indiquant la faible tolérance de cette espèce contre les effets toxiques de Cd. Les 
changements cellulaires plus élevés dans la taille et la gran ul os ité chez C reinhardtii 
s'expliquent par l' inhibition de la division cellulaire et les dommages cellulaires. Mais 
l'activité des enzymes estérases reste élevée chez C reinhardtii malgré l'accumulation 
maximum de Cd à 24h, montrant leurs participations à la détoxication du Cd. À faible pH , 
l'exclusion à la suite de la compétition des ions de H+ avec les ions de Cd2

+ pour la liaison à 
la surface d'algue a empêché l'accumul at ion intracellulaire en Cd chez C. acidophila. Les 
changements plus élevés dans la granulosité à 48h indiquent probablement l'exclusion. Donc, 
l' accumulation du Cd en dehors du cytosol entraine les débris de membrane puis une 
augmentation significative de la granulosité et la diminution de l'intensi té de la fluorescence 
de Fluorescéine (FDA) à cause de la membrane endommagée. Par conséquent, ces résultats 
montrent les limitations dans l'utilisation de ces souches d'algues vertes sous deux di fférents 
pH, dans une approche d'assainissement des eaux usées. 
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· 4.2 Abstract 

Cadmium (Cd) represents one of the most dangerous metals found in aquatic 
environment which can be taxie at low concentrations due to its non-essential properties for 
cellular physiological processes. For the removal of heavy metals from wastewaters, a new 
bioremediation approach was studi ed by the comparison of Cd bioaccumulation effect on 
algal cells between green algae C. reinhardtii and C. acidophila with the aim to select most 
resistant strain to Cd. Acidic waters often contain high amounts of dissolved metals and the 
capacity of cells to accumulate Cd was compared during 72 h to increasi ng concentrations of 
Cd (50-600 f.!M) at two different pH (4 and 7), and consequently the change of cellular and 
biochemical parameters indicating cel! division, cellular morphology, esterases enzymatic 
activity and Chi a fluorescence were measured and compared. Here, cellu lar physiological 
and biochemical di fferences for C. acidophila were observed in comparison toC. reinhardtii. 
The change of ce l! density and Chi a fluorescence were related to bioaccumul ation processes 
and sequestrati on of Cd into algal cel! s. C. reinhardtii showed hi gh capacity to accumulate 
Cd but growth inhibition and reduction of photosynthetic performance indicated low 
tolerance of this strain against the toxic effects of Cd in comparison to C. acidophila, 
especially when exposed to the hi ghest concentrations of Cd. Significant changes in the cel! 
size and granularity of C. reinhardtii demonstrated the inhibition of cel! division and cel! 
damage, but the fluorescence intensity of Fluorescein concerning esterases enzymatic activity 
showed no change compared to control in thi s strain, indicating their participat ion in the 
detoxification of Cd. At low pH, exclusion, follow ing the competition of W with Cd2+ ions 
for binding sites within the cel! wall led to less intracellul ar bioaccumulation of Cd in C. 
acidophila. Furthermore, significant changes in the cel! granularity at 48 h probably indicated 
the exclusion, and therefore more Cd accumul ation out of the cytosol caused membranous 
debris that are confirmed by our confirmed results. Therefore, this study showed the 
limitation in the use of these strains of green algae in the development of a new 
bioremediation approach for wastewater treatment. 

Keywords: Cadmium, bioaccumulation, green algae, Chlamydomonas reinhardtii, 
Chlamydomonas acidophila, cellular parameters, cytotoxicity. 
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4.3 Introduction 

Cadmium (Cd) represents one of the most dangerous metals for human health 

(Bernard, 20 Il) which for the general population, food and drinking water were considered 

to be the most common exposure pathway (Adriano et al. , 2005). Cadmium is released in 

soi! , water and atmosphere by heating systems, metallurgie industries, waste incinerators, 

urban traffic, facto ries of cement and a Iso as a by-product of phosphate ferti li zers (Benavides, 

Gall ego et Tomaro, 2005 ; Sanità di Toppi et Gabbrielli , 1999). For instance in Canada, the 

National Pollutant Release lnventory (NPRI) reported in 2011 that 2739 kilograms (kg) of Cd 

were released into water from wastewater and sewage systems. Therefore, it is evident that 

Cd represents a deleterious contaminant for water quality, and different strategies to limit its 

input into water reservoirs should be established to reduce its impact on aquatic ecosystems. 

Water remediation is sti ll a current research topic since industries continue to reject 

into their wastewater many taxie metals. ln earlier studies, it has been shown that 

conventional methods such as ion exchange, electrolysis, precipitation, filtration or 

evaporation were used for the removal of trace metals from aqueous solutions, but these 

methods were expensive. Large quantities of reagents and hi gh energy are required for 

traditional methods such as chemical precipitation and reverse osmosis, making these 

conventional approaches less practical for low concentrations of trace metals or large 

volumes (Aderhold, Williams et Edyvean, 1996 ; Eccles, 1999). Recently, the use of 

microalgae in the bioremediation of wastewater constitutes a promising low-cost alternative 

approach. Microalgae are known to have the capacity for metals uptake and they can be used 

a bio orbent for trace metals from their environment. Their unicellular nature offers a large 

surface area to volume ratio which increases the contact between pollutants and the cel!. 

Metals are taken up by algal cell s via channel-mediated, the transportation specifie 

consuming the energy and pass ive (biosorption) pathways, in which they are accumulated 

inside the cellular vacuole, where they are complexed to reduce toxic effects induced by free 

metal ions (Das, Yimala et Karthika, 2008 ; Gadd, 2009 ; Sheng et al. , 2004). Compared to 

conventional methods, the use of mi croalgae in wastewater treatment does not lead to 

secondary poll ution. lndeed, they are able to use inorganic nitrogen and phosphorus for their 

growth and to remove trace metals of effluents resulting from primary and secondary 
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processes of domestic; industrial and agriculture treatments (Abdel-Raouf, Al-Homaidan et 

Ibraheem, 20 12). Furthermore, the biomass produced can be used for various applications 

including the production ofbiogas from anaerobie di gestion, such as CH4 and C0 2 (Mufioz et 

al., 2005). 

Algal species were found to di ffe r in their capacity to accumulate and acclimate to 

. metal contamination (Baumann, Morrison et Stengel, 2009 ; Juneau, El Berdey et Po po vic, 

2002 ; Perreault et al. , 2010). For bioremediation applications, a better understanding of 

metals (as Cd) uptake and sequestration activities in the cel! of metal-accumulating strains 

will provide the possibility to develop new bioremediation strategies for polluted water. In 

this context, Chlamydomonas species is an appropriate uni cellular mode! organism for the 

study of cel ! ul ar functions related to metals bioaccumulation and tolerance processes. 

Chlamydomonas reinhardtii is we ll -known to be able to acc limate to changing growth 

conditions (Davies et Grossman; 1998 ; Hanikenne, 2003) . The capacity of C. reinhardtii to 

accumulate and detoxify contaminants was proposed as an interesting biotechnological 

approach for the decontamination of organic pollutants (Wang et al., 2007 ; Zhang et al., 

2011). In addition, C. acidophila, an ac idophilic Chlamydomonas species, was shown to 

possess high tolerance to severa! metal ions (N ishikawa et Tominaga, 200 1 ; Perreault et al., 

2010 ; Spijkerman et al. , 2007). The mechani sms implicated in the metal resistance of C. 

acidophila are sti ll unclear, although the participation of glutathione peptides (Nishikawa, 

Onodera et Tominaga, 2006), heat-shock pro teins (Gerloff-Eii as et al., 2006), positive charge 

at ce li surface (G immler, 2001 b ; Gimmler et al., 1991 ) and photosynthet ic photoprotection 

mechanisms (Perreault et al, 201 0) were identitied as processes influencing the cellular 

response to metal exposure. However, the utilisation of metal-resistant C. acidophila was not 

eva1uated for metal bioremediation appl ications. 

In bioremediation applicat ion, the selection of algal strains must consider both the 

capacity of cells to uptake metals and the intracellular tolerance of metal toxic effects. 

Deleterious effects induced by toxic metal ions may limit the bioaccumulation capacity of 

cells. Growth inhibition (Okamoto et al , 1996 ; Prasad et al., 1998), ultrastructural changes 

(Aguilera et Amils, 2005; Gimmler, Jesus et Greiser, 2001a; Jamers et al., 2009; Nishikawa 

et al., 2003 ; Visviki et Rachlin, 1994) and reduction of photosynthetic performance (Falier, 
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Kienzler et Krieger-Liszkay, 2005 ; Mallick et Mohn, 2003 ; Perreault et al. , 2011 ; Vega et 

al., 2006) have been reported in response to cadmium effects on algae. ln previous studies, it 

has been shown that photosystem II is a sensitive site of Cd inhibition in which Cd2
+ binds 

competitively to the essential ci+ site during photoactivation, causing the inhibition of the 

water splitting system (Falier, Kienzler et Krieger-Li szkay, 2005). Also, it has been found 

that Cd reduced the electron transport capacity of both photosystems, PSI! and PSI (Perreault 

et al., 2011). 

Furthermore, 111 toxicological investi gations, flow cytometry analysis was used to 

measure algal cel! characteristics from light-scattering or fluorescence properties by 

intracellular pi gments or fluorescent probes. This methodological approach was used to 

assess cellular toxicity effects and mechanism of act ion for metals on unicellular algae 

(Abalde et al., 1995 ; Franklin et al. , 200la ; Jamers et al., 2009). Therefore, different 

cellular characteristics can be used to analyse the effect of Cd on al gal cells, such as density 

of cells, cellular viability, photosynthetic activity and enzymati c ac ti viti es. 

In this study, cellular characteristics of Chlamydomonas acidophila, known as a 

tolerant Chlamydomonas strain to metals (Nishikawa et Tominaga, 2001 ), were compared 

with those of C. reinhardt ii, a wild type unicellular mode! (Harris, 2001 ), when exposed to 

Cd at two different pH (pH==7 and pH==4). The advantages and di sadvantages for both species 

were investigated concerning their bioremediation performance in the removal of Cd fi·om 

aqueous solution. Acidic waters often contain hi gh amounts of di sso lved metal s and the goal 

of the present study was to consider both the capacity of cell s to accumulate and tolerate Cd 

at two di fferent pH. During 72 h to increasing nominal concentrations of Cd, the 

bioaccumulation of Cd and consequent! y the change of cellular parameters were analyzed and 

compared. Under these experimental cond itions, measured cellular and biochemical 

parameters were indicative of cel! division, cellular morphology, esterases enzymatic activity 

and chi a fluorescence in both species . 

4.4 Material and methods 

4.4.1 Biological material 
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Green alga Chlamydomonas reinhardtii wild type (CC-125) was obtained from the 

Chlamydomonas Resource Center (Duke University, Durham, NC) and cultivated in 1-L 

batch culture of high salt growth medium (HSM) (Harris, 1989). Alga Chlamydomonas 

acidophila (CPCC-121) was obtained from the Canadian Phycological Culture Centre 

(University of Waterl oo, Waterl oo, ON, Canada) and culti vated in 1-L batch culture of 

modified ac id medium (MAM) (Oiaveson et Stokes, 1989) at pH=4. Cultures were grown 

under continuous illumination of 60 ~mol photons m·2 s· 1 provided by white fluorescent 

lamps (Sylvania Grol ux F36W) and constant temperature of 24± 1 oc. Cultures were 

permanently aerated to maintain constant co2 concentration in the growing med ium. ln the 

exponential growth phase, cel! densities were determined by using a ce l! counter Multisizer 

Z3 (Beckman Coulter lnc). Glasswares were acid-washed in 10% HN03 for 12 h before use 

to prevent contamination of cultures, stock solutions and test sam pies with metals. 

4.4.2 Cadmium treatment 

Cadmium stock solution of 600 mM was prepared from CdCI2 (Anachemi a) salt 

dissolved in purified water (Thermo Scientific Barnstead Nanopure ultrapure water 

purification system). For experiments, sam pies of algal ce li s having density of 5x 105 cells 

mL' 1 were taken from stock culture during exponential growth phase. Algal samples were 

exposed during 72 h to different concentrations of Cd (between 50 and 600 ~M) in final 

volume of 20 mL growth medium. Sample with no additi on of Cd was considered as control. 

Erlenmeyer fl asks were placed on agitator pl atforms (constant rate of 100 rpm) under the 

same illumination and temperature conditions used for growth cu lture. During treatment 

period, measurements of cel! density, Cd bioaccumulation, cel! size and granularity, esterases 

enzymatic activity and Chi a fluorescence were determined. Each control and treatment 

conditions were performed in four replicates for bioanalytical measurements and eight 

replicates for flow cytometric analysis . Cadmium speciation was computed at 25°C in both 

HSM and MAM growths medium by chemical equilibrium calculation using Visual 

MfNTEQ 2.61 (KTH, Department of Land and Water Resources Engineering, Stockholm, 

Sweden). 

4.4.3 Cell density 
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Cell density was evaluated monitoring culture absorbance at 750 nm usmg a 

spectrophotometer UV-Vis (Lambda 40, Perkin-Elmer, Woodbridge, Canada). The 

evaluation of cell density was based on a linear regression between absorbance at 750 nm and 

cell count measured with a Multisizer Z3 (Beckman Coulter Inc, Fullerton, CA). 

4.4.4 Cd bioaccumulation 

To determine the bioaccumulation of Cd, algal sampl es were filtered on cellulose 

nitrate filter paper (Millipore 0.45 f.1.m ) and cells were washed with 5 mL of 1 mM EDTA to 

remove adsorbed Cd on cell surface. Algal cells on filter were dried at 32°C for 24 h before 

dry weight measurement. The digestion process was done on the fi lter dried sample 

immersed in 1 mL of concentrated HN03 and 125 f.l.L of 30% hydrogen peroxide (Caledon 

laboratory chemicals) at I20°C for 12 h. Cd concentration was determined by tl ame atomic 

absorption spectrometry (F AAS, Varian spectrAA 220 FS). Prior to measurement, sam pl es 

were diluted to 10% HN03 by adding 10 mL of puri fi ed water. The va lues were then 

normali zed per mass unit (mg of Cd/mg of dry weight). For F AAS measurement, standard 

solutions of cadmium were prepared with a final concentration of 10% HN03 (Perreault et 

al., 2010). 

4.4.5 Flow cytometry analysis 

A FacScan flow cytometer (Becton Dickinson instrument) was used to determine 

cellular parameters as the relative cell size and granularity based on forward and side . 

scattering properties. The relative ce ll size was determined by the fo rward light scatter signal 

(FSC) and the cell granularity was estimated by the side light scatter signal (SSC) (Franklin, 

Stauber et Lim, 2001b). Results on cel! morphology were expressed as a percentage of the 

control. 

Fluorescein diacetate (FDA, lnvitrogen Molecular Probe, Eugene, OR) was used as a 

probe of esteras es enzymatic activity (Breeuwer et al., 1995). Measurement of esteras es 

activity was based on green fluorescence emission of fluorescein (Franklin, Stauber et Lim, 

2001b). Stock solution ofFDA was prepared by dissolving 4.1'6 mg in 1mL of 100% acetone. 

Before analysis, 10 f.l.L of prepared FDA was added to 500 f.l.L of al gal sample, and incubated 
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for 10 min at room temperature. Fluorescence measurement was expressed in logarithmic 

scale recorded with the photomultiplier tube. The time required for building each 

fluorescence histogram was 90 sec, recording a total of 100000 events per sample at a flow 

rate of 12 flL min- 1
• Data were collected using the list mode, analysed by WinMDI 2.8 

software and results were expressed as a percentage of the control. 

4.4.6 Chi a fluorescence 

Prior to fluorescence measurements, algal samples were dark-adapted for 20 min with 

frequent manual stirring to keep oxygenation. Samples of al gal ce li s, corresponding to 10 fl8 

of total Chi, were uniformly placed on glass fiber filter (Mi llipore No. AP2001300) by using 

low pressure filtration to avoid physio logica1 stress effect. Rapid Chi a fluorescence 

induction from 10 ~ts to 1 s was measured with a "Plant Efficiency Analyzer fluorometer" 

(Handy-PEA, Hansatech Ltd. , Norfolk, UK) using a saturating flash of 3500 f.!mol photons 

m-2 s-1
. Fluorescence intensity at 20 f.!S was considered to be the 0 transient, noted as F20JlS. 

Variable fluorescence intensities at J and 1 transients were determined at 2 ms (F2ms) and 30 

ms (F3oms), respectively. The maximum fluorescence yield reached maximal value of 

fluorescence intensity under saturating illumination (Strasser, Tsimilli-Michael et Srivastava, 

2004). Fluorescence parameters were determined according to Force et al., 2003 and Strasser 

et al., 2004: The PSII maximal quantum yield, indicating efficiency of li ght energy transfer to 

PSII primary photochemistry, was determined by the ratio between variable fluorescence (Fv) 

and maximal (FM) as Fv/FM = (FM - Fzor,,)/FM. The ratio between absorpt ion of photons by 

chlorophyll antenna complex and photochemically active PSI! reaction centers was 

determined as AB /RC = (Mo/Y1)/(Fv/FM). The parameter M0 representing the net rate of 

PSII reduced by electron transport was determined as Mo = [4 x (FJoor•s - F2or,,)/(FM - F2or,,)]. 

The parameter Y1 representing the proportion of QA reduced relative to the plastoquinone 

pool was evaluated as YJ = [(F2ms - F2o~s)/(FM - F20~,)] (Force, Critchley et van Rensen, 2003 ; 

Strasser, Tsimilli-Michael et Srivastava, 2004). The performance index of PSII activity was 

evaluated as P.!. = [(F2ms - F20rts)/4 x (F300rts - F2ofls) x Fv/FM] x (Fv/F2o~s) x ((1-VJ)/VJ) 

(Strasser, Tsimilli-Michael et Srivastava, 2004). 

4.4.7 Data analysis and statistics 
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Ail experiments were done in 4-8 replicates. Means and standard deviations were 

estimated for each treatment. Significant differences with the control were determined using a 

One-way ANOVA with Dunnett test. Ail statistical analysis were done with Prisme 5 

software and p values Jess than 0.05 were considered as significant. 

4.5 Results 

4.5.1 Metal speciation 

Cadmium speciation was computed at 25°C in both growth media (HSM and MAM) by 

chemical equilibrium calculation using Visual MINTEQ 2.61. Table 4.1 shows the total 

percentage of Cd species in both growth media. Concentrations of 6.173, 12.383, 24.887, 

50.212 and 75.954 !lM of free Cd2
+ ions were determined in HSM culture media for 

respective concentrations of Cd used, and 16.572, 50.629, 118.640, 252.940 and 384.870 !lM 

of free Cd2
+ ions were detennined in MAM. lt is important to determine Cd speciation since 

the soluble form as Cd2
+ is more bioavailable to be uptake by algal cells. Results indicated 

that the total percentage offree Cd ions at pl-1=4 is hi gher than pl-1=7. 

4.5.2 Change of cel! density 

Figure 4.1 shows the growth results of al gal species upon exposure to Cd and obtained 

by measuring cellular division during 72 h. Growth of ali cultures treated during 72 h to 

different concentrations of Cd was affected in concentration and ti me dependent manner. The 

cel! division of C. reinhardtii upon exposure to 400 and 600 !lM of Cd was strongly inhibited 

(Figure 4.1 A). The cel! density showed a decrease of 54% relative to the control in C. 

reinhardtii at 72 h of exposure to 400 !lM (p<0.05). On the other hand, this decrease was of 

41% and 29% compared to the control in C. acidophila exposed at pH 7 and 4, respective! y 

(p<O.OS). When C. reinhardtii was exposed 72 h to 600 !lM of Cd, a reduction of cel! density 

was noticed by 59% relative to the control (p<0.05). However, under the same treatment 

conditions, the cel! -density of C. acidophila reduced by 39% and 43% compared to the 

control at pH=7 and pH=4, respectively (p<0.05) (Figure 4.1 A, B, C). So, the growth of C. 

acidophila in both medium indicated that cellular division was not strongly inhibited at the 

highest concentration of Cd and the change of cel! density was independent to the change of 

pH (Figure 4.1 B, C). 
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4.5 .3 Bioaccumulation of Cd 

Algal species have different sensitivities to accumulate and tolerate metals, especially 

tn acidic environment where metals are more soluble and thus bioavai lab le to aquatic 

organisms (Nishikawa et Tominaga, 200 1 ). Therefore, the capacity of C reinhardtii and C 

acidophila to accumul ate Cd was investigated and compared. The percentage of intracellular 

Cd accumulation was calculated for the hi ghest concentrations of 400 and 600 f.LM using the 

total percentage of the free Cd2
+ ions in both growth medi a. Figure 4.2 C shows that algal 

biomass of C acidophila at pH=4 accumulated less Cd than both algal species at pH=7. 

When C. acidophila was exposed 24 h to 400 and 600 f.LM of Cd at pH=4, the intracellular Cd 

accumulation was respective! y 0.12% and 0.13% (p<0.05) in comparison to the total of free 

Cd2
+ ions in the medium. Under the same treatment conditions but at pH=7, the intracellular 

Cd accumulation in algal cells of C. reinhardtii was respectively 18.85% and 21.80% 

(p<0.05), whi le cells of C. acidophila accumulated respective! y 10.56% and 16.42% (p<0.05) 

of Cd in comparison to the total offree Cd2
+ ions in the medium. Under this pH condition, the 

bioaccumulati on of Cd in al gal ce ll s reached its max imum for both species when exposed to 

600 !lM of Cd at 24 h (Figure 4.2 A, 8). Based on these results, al gal ce lls of C. reinhardtii 

were accumulating more Cd than cells of C. acidophila. 

4.5.4 Cellular morphology 

Analysis of cel! structural characterist ics, such as the ce l! size and granul ar ity, was 

done with the measurement of forward and si de light scattered in the flow cytometry system. 

Al gal cells of C reinhardt ii showed an increase in cel! size significantly higher than control, 

especially for ce lis exposed 72 h to the highest concentrations of d ( 400 and 600 f.LM) 

(Figure 4.3 A). When C reinhardt ii was exposed 24 h to 400 and 600 f.LM of Cd, the relative 

ce l! size showed respectively an increase of 19% (p>0.05) and 84% (p<0.05) in comparison 

to control. Under the.same treament conditions, this increase was equal respectively to 75% 

and 119% (p<0.05) at 48 h of exposure, and the relative cel! size increase by 93% and 120% 

(p<0.05) compared to control in C. reinhardtii at 72 h . Significant changes in the FSC signal 

indicating the cel! size was not found for C. acidophila grown under both pH and exposed 72 

h to the hi ghest concentrations of Cd (400 and 600 f.LM) (Figure 4.3 8, C). 
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The SSC signal indicating the cell granularity showed the same trend as the FSC signal 

for C acidophila cells cultivated at pH=7 and exposed 72 h to the highest concentrations of 

Cd ( 400 and 600 !lM) (Figure 4.4 B). In C reinhardtii exposed to 600 !lM of Cd, the cell 

granularity increased significantly (p<0.05) in comparison to the control by 57% at 24 h and 

by 55% at 72 h. The cel! granularity increased sign ificantly (p<0.05) compared to control for 

Cd exposure of 48 and 72 h in C acidophila ce ll s cultivated at pH=4, but no differences were 

noticed at 24 h (Figure 4.4 C). Indeed , the ce l! granularity of C. acidophila, exposed 48 hat 

pH=4 to 400 and 600 !lM of Cd, showed an increase by 9.5 and 10 fold higher than the 

control. This increase was equal to 2.5 and 3.5 fold higher than the control after 72 h of 

exposure to 400 and 600 !lM of Cd, respectively. 

4.5.5 Esterases enzymes activity 

The change in fluorescence intensity of fluorescein as the product of FDA hydrolys is 

can be used as a viability marker related to the enzymatic activities of esterases (Franklin, 

Stauber et Lim, 2001 b). Figure 4.5 A shows that the fluorescence intensity of fluorescein did 

not significantly changed compared to control in C reinhardtii cells exposed to 400 and 600 

!lM of Cd. Fu1ihermore, the fluorescence intensity of fluorescein showed no change 

compared to control during 72 h in C. acidophila grown under both pH (pH=7 and pH=4 

(Figure 4.5 B, C). 

4.5 .6 Fluorescence measurements 

Since the bioaccumulation of Cd reached a maximum at 24 h for both species , the 0-J-

1-P Chi a fluorescence kinetic was determined at 24 h as an indi cator of Cd effect on 

Photosystem li (PS!l) electron transport. Algal cells of C reinhardtii demonstrated a 

decrease of fluorescence intensity under Cd exposure of 200 !lM. In Table 4.2, the maximum 

PSI! quantum yield showed a decrease of 7% (p<0.05) relative to the control for C. 

reinhardtii cells exposed 24 h to 200 !lM of Cd, while this decrease was of 4% and 5% in C. 

acidophila cells exposed at pH=7 and pH=4, respectively (p<0.05). The change of ~ro 

parameter for cells exposed to 200 !lM of Cd was simil ar with the cells exposed to 400 and 

600 !lM of Cd (p<0.05). The performance index of PSII (P.!.) for al gal ce ll s exposed to 200 

!lM of Cd showed a significant decrease of 60% (p<0.05) relative to the control in C. 
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reinhardtii. rn comparison, C. acidophila exposed at pH=7 and pH=4 showed respectively a 

decrease of 26% and 16% compared to control (p<0.05). A signifi cant (p<0.05) increase of 

34% compared to control was observed for the ratio of ABS/RC in C. reinhardtii cells 

exposed to 200 !J.M of Cd, whereas thi s increase was only of 2% and 5% for C. acidophila 

cells cultivated at pi-I=7 and pH=4, respectively (p>0.05 ). 

4.6 Discussion 

4.6.1 Bioaccumulation effect of Cd on cellular division 

The wi Id-type phenotype C. reinhardt ii (CC-1 25) was chosen for comparison wi th 

other strain C. reinhardtii in terms of toxic response to Cd. Acidophilic algae are able to 

minimize proton fluxes from the medium into the cells, and consequently maintaining 

intracellular pH in the neutra! range (G immler, 200lb). The strain CPCC 121 (chosen as 

tolerant metal strain isolated in Canada) is Jess acidophilic than others C. acidophila. 

1-Iowever, it possesses an optimum pH (~7) of growth similar to that of C. reinhardtii while 

keeping a good tolerance at low pH . 

The Cd toxic response was evaluated by measuring the change of ce ll density during 

72 h. The effect of Cd noticed on cellular division was different for C. acidophila compared 

to C. reinhardtii at the highest concentrations of 400 and 600 !J.M of Cd, and this effect was 

similar for C. acidophila in both growth med ia (pH=7 and pH=4). Therefore, it is most likely 

that C. acidophila is more tolerant than C. reinhardtii against the expos ure to the hi ghest 

concentrations of Cd. 1-Iowever, at low pH, the proportion of free Cd ions is higher in the 

medium for C. acidophila, demonstrating no correlation with the change in external pH. 

The results of Cd uptake in this study indicated that C. reinhardtii was accumulating 

more Cd than C. acidophila at pH=7. This indicated that alga C. acidophila possesses better 

protection mechanisms limiting the uptake of Cd into the cell. Indeed, it has been shown that 

the cel! wall can act as a barrier for the uptake of metals such as Cd at low concentrations in 

algal cells of C. reinhardtii (Macfie, Tarmohamed et Welbourn, 1994). At pH=7, the highest 

amount of Cd uptake for both species happened at 24 h suggesting two mechanisms: It 

reflects mechanisms of acclimation which protect these algal species against the exposure to 

Cd and reducing Cd uptake after 48 h and 72 h. The other hypothesis can be a decrease in 

-----, 
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cellular viability reducing the population of active cells for Cd accumulation after 48 h and 

72 h. Since this change was not observed, considering our results, it confirms that the 

maximum accumulation of Cd at 24 h is due to the first hypothesis which means that 

different mechanisms of acclimation are involved during long-term exposure to Cd with the 

aim of reduci ng Cd uptake. This hypothesis is more interesting considering of the strong 

inhibition of cell division for C. reinhardtii after 48 h and 72 h of exposure to the highest 

concentrations of Cd, and also no change in cellular viability that mi ght be correlated to the 

participation of esterases enzymes in the detoxification of intracellular Cd. Macfie et al. , 

(1994) concluded that sensitive sites inside or on the surface ofthe ce ll wall have the capacity 

to bind metal ions and prevent its uptake into the ce l!. If at pH=7 more accumulation of Cd 

appeared for C. reinhardtii under Cd treatment of 400 and 600 ).lM, it could explained the 

hypothesis of Macfie et al. , (1 994) based on saturation of metal binding sites on the cel! wall. 

At pH=4, it seems that C. acidophila is more capable to limit Cd uptake. Jt seems that 

C. acidophila employed other strategies such as exclusion at low pH which did not allowed 

high uptake of Cd. As a matter of fact, plant cel ls have developed different metal-tolerance 

mechanisms to control availability of unwanted chemical elements, especially those 

considered biologically non-essential such as Cd (Benavides, Gallego et Tomaro, 2005 ; 

Gallego et al., 2012 ; Sanità di Toppi et Gabbrielli, 1999). Gimmler et al., ( 1991) reported the 

role of positive zeta potential as an effective protection mechanism against the effect oftoxic 

metals in acido-tolerant al ga Dunaliella acidophila (optimal growth at pH= 1 ). Indeed, it was 

reported that ali acidophilic strains possess positive zeta potentials, causing metals and acid 

resistance. Trace metal cations increase positive zeta potential of Dunaliella acidophila at 

acid pH, because of their binding to plasma membrane decreasing its negative zeta potential 

at pH=7 (Gimmler et al., 1991 ). Our results showed less accumulation of Cd in C. acidophila 

at pH=4 compared with its accumulation at pH=7. Positive zeta potentials on cel ! wall caused 

repelling forces for cations and decreasing proton fluxes from the medium into the cells. 

Therefore, less cationic metals from the acid pH medium succeeded to enter the cell 

(Gimmler, Jesus et Greiser, 2001 a). In addition, Parent and Campbell (1994) reported a 

decrease oftoxic effects of Al 3+ on Chlorellapyrenoidosa growth because of the competition 

of H+ with Al 3+ ions for binding sites at the cell wall surface (Parent et Campbell, 1994). 
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Then, regarding the negative zeta potential measured at two different pH, we hypothesized 

exclusion as a result of the competition of H+ with Cd2+ for binding sites with the cel! wall 

leading to Jess accumulation of Cd in C. acidophila cells at pH=4. 

Our results confirm the importance the cel! wall as a barrier for the uptake of metals 

into the cell. Macfie et al., (1994) investigated the toxicity of Cd, Co, Cu and Ni on the 

growth oftwo strains of C. reinhardtii, a cel! walled and a cel! wall-Jess strain by considering 

the pH. They reported that the cel! wa lled str~ in possesses hi gher ce l! dens iti es than the cel! 

wall-Jess strain within each pH (5 and 6.8) for ail treatment. Our results indicated that C. 

acidophila was more tolerant than C. reinhardtii at high Cd concentrations and that was more 

interesting, in spite of more Cd accumulation in C. acidophila cells at pH =7 compared to 

pH=4, moreover there was no sign ifi cant difference in the inhibition of cel! division 

confirming the use of better mechanisms of detoxification and protection in C. acidophila . 

Therefore, the inhibition of cell divi sion in C. acidopila at pH=4 showed cellular alteration 

because of Cd uptake and more propo1tion of free Cd ions at low pH, but its difference with 

C. reinhardtii indicated different mechan isms of acclimation to hi gh Cd concentration. 

4.6.2 Alteration of cellular characteri stics 

Flow cytometry represents a useful technique for the investigation of toxicity in algal 

cell, allowing the analysis of structural characteristics of the cel! size and granularity 

(Franklin, Stauber et Lim, 2001 b ; Franqueira et al., 2000 ; Jamers et al , 2009). 1 n a previous 

study, C. reinhardtii exposed to 72 h to Cd showed a strong increase in cel ! size (Jamers et 

al., 2009). lt was reported that C. reinhardtii cells exposed to 5 ~M of Cd after 72 h were 

significantly larger than control. Sim ilarly, our results showed an increase in cel! size of C. 

reinhardtii for cel ls exposed to 72 h to 400 and 600 ~M of Cd indicating cellular al teration. 

Franqueira et al (2000) reported an increase of the FSC signal in P. tricornutum after 96 h 

exposure to 1 mg r' of copper. Rioboo et al (2002) found that the cel! volume of Chlorella 

vulgaris was strongly .increased after 96 h of exposure to the highest concentrations of two 

herbicides, isoproturon and terbutryn . They hypothesized the growth inhibition as possible 

mechanism to explain their results (Rioboo et al., 2002). This hypothesis is in agreement :vith 

our results regarding the inhibition of ce ll division and the increase of relative cel! size in C. 

reinhardtii compared to C. acidophila. However, the results of this study demonstrated no 
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cellular alteration related to the increase of cell size in C. acidophila for both pH conditions 

and cells exposed to 72 h to 400 and 600 ~-tM of Cd. The change of cel! size showed no 

significant difference in spite of more uptake of Cd in C. acidophila at neutra! pH in 

comparison to its change at low pH when treated to 72 h with Cd concentrations of 400 and 

600 ~LM, confirming better cellular detoxification mechan isms of C. acidophila. 

Based on our resu lts, the ce l! granularity increased for C. reinhardtii cells exposed to 

Cd. The results obtained by Jamers et al. , (2009) showed an increase in the ce l! granul arity 

·with increasing Cd concentration (100 ~-tM) after both 48 and 72 h of exposure. It has been 

reported cytoplasmic vacuolizations, development of membranous organelles, lipid 

accumulation, starch accumulation and cytoplasmic electron-dense granules accumulation in 

response to metals in algae and protozoa. lt was observed vacuolated cytoplasm and 

chloroplasts in the majority of cells (95%) of marine diatom Skeletonema costatum exposed 

to 0.2, 0.5 and 1 mg/L of Cd (Nassiri et al., 1997). They reported that the Cd was only 

sequestrated in the spherical vacuolar inclusions which were enriched by sulfur and nitrogen, 

and they suggested that Cd was probably bounded to organic molecules via S-Cd bonds 

reducing the cytosolic concentrations of Cd. The number and volume of cytoplasmic 

vacuoles increased in Chfamydomonas sp exposed to 0.2 mM of Cd (Agui lera et Amils, 

2005). Cytoplasmic vacuolization was also observed in Chlamydomonas bullosa cells when 

exposed to low levels of Cd (Visviki et Rach lin, 1994). In spite of the increase in total cel! 

volume and the decrease in cel! wall volume of this strain, the periplasmalemmal space did 

not change so they suggested that this vacuolization was not due to the osmotic 

disorganization. Moreover, it has been reported that structural constituents of the cel! wall 

and binding to anionic groups of the plasma membrane can be influenced by exclusion 

(Gimmler, Jesus et Greiser, 2001 a). Based on our results, we assumed th at ultrastructural 

changes were related to the increase of the cel! granularity in C. reinhardtii. However, our 

results demonstrated no cellular alteration correlated with the cell granularity increase in C. 

acidophila at pH=7, and indicated better mechanisms for the removal of intracellular Cd. At 

pH=4, we assumed th at the exclusion caused more Cd accumulation out of the cytosol which 

may be influenced by the cel! wall , the periplasmalemmal and the plasma membrane. 
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In spite of maximum Cd accumulation at 24 h in C. reinhardtii and C. acidophila at 

pH=7 exposed to the hi ghest Cd concentrations, there was no significant difference in FDA 

signal compared to the control. Jamers et al., (2009) detected an increase of fluorescein 

fluorescence in C. reinhardtii for high Cd concentration ( 100 ~M) after 48 and 72 h of 

exposure. They suggested that this increase was related to the esterases enzymes invol ved in 

detoxification processes. We assumed that the leve! of esterases enzymes was remained hi gh 

for both strains at pH=7, because oftheir participation in intracellular detoxification. 

Fluorescein fluorescence retl ects the changes in both ce l! membrane penneabili ty and 

esterases activities within the cel! (Franklin et al., 200l a). ln our study there was no 

significant difference in Fluorescein fluorescence in C. acidophila grown at low pH during 

72 h exposure with 400 and 600 ~M of Cd. We assumed that the exclusion caused less Cd 

accumulation inside of the cytosol so there was no change in the leve! of esterases enzymes. 

Moreover, it can be due to the exclus ion and damage to the membrane so FDA was not able 

to penetrate into the cel! . Furthermore, concerning the results of ce l! division in C. acidopila 

at pH=4 that showed cellul ar alteration, the results of the FDA test indicate the role of the 

esterases enzymes in detoxification processes. Therefore, our results confirmed that the cel! 

granularity is a good criterion for the investigati on of the effect of Cd on both inside and 

outside of cellular cytosol in Chlamydomonas species. 

4.6.3 Alteration of photosynthetic electron transport 

The bioaccumulation effect of Cd on PSII electron transport was investigated using the 

change of photosynthetic based fluorescence parameters and it was compared fo r both strains 

C. reinhardtii at at pH=7 and C. acidophila at two di ffe rent pH. Consideri ng the maxi mum 

Cd accumulation, the rapid Chi a fluorescence kinetic was determined at 24 h. The maximum 

PSII quantum yield, shawn by the ratio Fv!Ftvt, showed a decrease of 7% (p<O.OS) re lative to 

the contro l in C. reinhardtii exposed to 200 ~M of Cd, whil e thi s decrease were of 4% and 

5% in C. acidophila exposed at pH=7 and pH=4, respectively (p<O.OS). This parameter 

shows the probabi lity that an absorbed photon will be captured by antenna molecules of 

photosystem II and transfer to PSII primary acceptor QA for its reduction (Force, Critchley et 

van Rensen, 2003). Perreault'et al., (20 Il ) observed a decrease in the maximal PSII quantum 

yield in a concentration-dependent manner in C. reinhardtii exposed 24 h to Cd 
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concentrations (0.15 to 4.62 ~M). ln contrast, our results showed the same tendency for 

Fv/FM when cell s were exposed to 200, 400 and 600 ~M of Cd fo r both species indi cating 

mechanisms detoxifi cation involved and acclimation of C. reinhardtii and C. acidophila 

grown at pH=7. Also, the exclusion prevented the entry of Cd in C. acidophila at low pH, 

when exposed to the highest Cd concentrat ions. Our results suggested that Cd induced the 

inactivation of some PSII reaction centers causing the decrease of PSII electron transport 

capacity toward PSI , which may be related to the water-splitting system. ln a previous work, 

it was noticed that the water splitting system represented the pri mary targeted site induced by 

Cd (Mallick et Mohn, 2003). Our results showed a sign ifi cant increase of 34% (p<0.05) 

related to control for the ABS/RC ratio in C. reinhardt i i cell s exposed 24 h to 200 ~M of Cd. 

The ABS/RC ratio retl ects the total number of photons absorbed by the li ght-capturing 

antenna complex per acti ve PSII reaction center (Force, Critchl ey et van Rensen, 2003). This 

result indicated a significant decrease of acti ve PSTI reacti on center in C. reinhardt ii. A new 

parameter named performance index (P.l. ) was developed having a hi gh sensitivity to stress 

effect (Stirbet et Govindjee, 20 11 ). ln thi s study, the perform ance index of PS!I (P.l. ) for 

al gal cells exposed to 200 ~M of Cd showed a significant decrease of 60% (p<0.05) relative 

to the control in C. reinhardtii. The alterati on of the effi ciency of energy transfer from 

chlorophyll a antennae to the PS Il reaction center in Scenedesmus obliquus was reported 

under Cd stress (Mallick et Mohn, 2003). They suggested a reduction in the plastoquinone 

pool causing the decrease of quantum yield (Fv/FM) under thi s metal stress. Falier et al., 

(2005) investigated taxie effects of Cd in C. reinhardtii and reported that Cd2
+ at low 

concentrati ons (~M) was an inhibitor of PS I! photoactivation, the last step in the assembly of 

PSI! before it becomes functional. They suggested that Cd2+ binds competitively to the 

essential Ca2
+ site in PSII during photoactivation causing the inhibition of the water splitting 

system. Indeed, their results showed that the functional PSl! has higher selectivity for Ca2
+ 

over Cd2
+ compared to the binding during photoactivation, and consequentl y Cd2

+ binding 

during photoactivati on played a more important ro1e than Cd2
+ binding to functional PSil in 

photoinhibition. At short time, 0.3 mM of Cd inhi bited the photosynthetic activity in C. 

reinhardtii cells while respiration remained highly functi onal, even after 24 h of exposure 

(Vega et al., 2006). Our study showed that Cd treatment of 24 h induced an inhibition of 

photosynthetic capacity of ce ll s independently to concentration by decreasing PSII primary 
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photochemistry in C. reinhardtii. Furthermore, results obtained in this study showed that the 

performance index (P.l.) had a high sensitivity to Cd physiological stress effect to algal cells. 

Concerning our results, it appears that the PSIJ is a more sensitive target in C. reinhardtii 

compared to C. acidophila at both pH. Exclusion, as a defense mechanism, did not permitted 

the entry of Cd ions in C. acidophila cells at low pH, and better intracellular detoxification 

mechanisms were involved in C. acidophila compared to C. reinhardtii at pH=7, leading to 

less cellular alterations by Cd. 

4.7 Conclusions 

Our results obtained 111 this study demonstrated the advantages and disadvantages 

regarding the use of green algae C. reinhardtii and C. acidophila for the removal of heavy 

metals from the wastewater. Strain C. acidophila at pH=7 showed a good capacity for Cd 

accumulation while the high Cd-resistant of this algal species allowed to tolerate Cd 

concentrations up to 600 flM (in the field of studi ed Cd concentrations) during 72 h. 

Compared with Ç. acidophila, C. reinhardtii at pH=7 presented hi gher abi lity to accumulate 

Cd but low tolerance of this strain against the toxic effects of Cd was limited the ti me of 

exposure so that for the highest concentrations tested ( 400 et 600 11M), 24 h was the best ti me 

of exposure. Considering earlier studi es presenting acclimations mechanisms in algae in the 

presence of metal stress and with the results obtained in the present study, we suggest that the 

synthesis of phytochelatins in C. reinhardtii and the synthesis of stress proteins (Hsps) and 

glutathione (GSH) in C. acidophila at pH=7 and exclusion at low pH is involved as 

mechanisms of adaptive responses to Cd. At low pH, in the range of studied Cd 

concentrations and exposed time, the utilization of both strains Chlamydomonas for 

bioremediation applications are not suggested, C. reinhardtii because of its lower tolerance 

and C. acidophila due to Jess intracellular bioaccumulation of Cd. Assuming that 

Chlamydomonas offers a unicellular green alga mode! with the suitability for genetic analysis 

(Davies et Grossman, 1998) and the limitations showed by this study in the use of these 

strains of green algae for bioremediation applications, it is possible to develop the most 

appropriate strain to provide the possibility of a new bioremediation approach for wastewater 

treatment. 
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Table 4.1 Cadmium speciation (%) in HSM and MAM culture medium at 25QC usi ng the 

chemical equilibrium calculation (Vi suai MINTEQ 2.61 ). 

pH= ï [Cd] pM 

Species 50 100 200 400 600 
Cd2+ 12,35% 12,38% 12,44% 12,55% 12,66% 

Ccl Cl+ 5,59% 5,66% 5,81% 6,08% 6,36% 
CdC12 0,16% 0,16% 0, 17% 0,18% 0,20% 

CdS0 4 0.03% 0,03% 0,03% 0,03% 0,03% 
CdNH32+ 0,125% 0.125% 0, 126% 0, 127% 0, 128% 

Cc!HP0 4 81,40% 81,38% 81,26% 80,92% 80,54% 

CclEDTA·2 0.35% 0,26% 0.1 8% 0.11 % 0.08% 

pH= 4 [Cd] plvi 

Species 50 100 200 400 600 
Ccl2+ 33,14% 50,63% 59,32% 63.24% 64,15% 

cd c l+ 1,39% 2,39% 3,42 4 ,95 ~·'0 6,32% 

CclS04 12,7 1% 19,33% 22,44% 23,50% 23 ,42% 

Cd(S04)2·2 0,86% 1,31 % 1,51% 1,57% 1,55% 

CciHP0 4 0.06% 0.09% 0.1 0% 0, 11 % 0.11 % 
CciEDTA2 40,37% 20,45% 10,29% 5.1 6% 3,45% 

Cc!HEDTA 11 .35% 5,75% 2,89% 1,44% 0,96% 

Cc!H2EDTA 0,12% 0,06% 0,03% 0,02% 0.01% 

CdC12 0.0% 00% 0,01% 0,02% 0,04% 
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Figure 4.1 Change in cel! density of C. reinhardtii and C. acidophila exposed during 72 h to 

different concentrations of Cd (!lM) and pH; (A) and (B) show respectively differences 

between exposed cultures of C. reinhardtii and C. acidophila at pH=7, and (C) shows change 

in ce li density of C. acidophila at pH=4. Error bars are the standard deviation of four replicate 

algal cultures . Stars indicate significant differences with the control at a significance leve! of 

0.05 (p<0.05). 
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Figure 4.2 Intracellular Cd accumulation in C. reinhardtii and C. acidophila exposed during 

72 h to different concentrations of Cd (J.lM) and pH; (A) and (B) show respectively 

differences between exposed cultures of C. reinhardtii and C. acidophila at pH=7, and (C) 

shows intracellular Cd accumulation in C. acidophila at pH=4. Error bars are the standard 

deviation of four replicate algal cultures. Stars indicate significant differences with the 

control at a significance leve! of0.05 (p<0.05). 



101 

250 A miO I!DSO ŒJ100 ~200 ll!l400 0600 

200 ' * 
150 

100 
,-... 

"i5 50 
.:: = 0 0 
u 200 ._ 
0 

~ 150 
-.._/ 

u 
Cl:l 100 
r.. ._ 
0 50 
~ 
::::1 

~ 0 
200 

150 

100 

50 

0 

24 48 72 

Time (h) 

Figure 4.3 Change in cell size of C. reinhardtii and C. acidophila exposed during 72 h to 

different concentration of Cd (!lM) and pH, evaluated by scattered light; (A) and (B) show 

respectively differences between exposed cultures of C. reinhardtü and C. acidophila at 

pH=? and (C) shows change in ce li size of C. acidophila at pH=4. Error bars are the standard 

deviation of eight measurements. Stars indicate significant differences with the control at a 

significance leve! of0.05 (p<0.05). 
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Figure 4.4 Change in cel! granularity of C. reinhardtii and C. acidophila exposed during 72 

h to different concentrations of Cd (J..LM) and pH, evaluated by scattered light; (A) and (B) 

show respectively differences between exposed cultures of C. reinhardtii and C. acidophila 

at pH=7 and (C) shows change in cel! granularity of C. acidophila at pH=4. Error bars are the 

standard deviation of eight measurements. Stars indicate significant differences with the 

control at a significance leve! of 0.05 (p<O.OS). 
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Figure 4.5 Change in esterases enzymes activity of C. reinhardtii and C. acidophila exposed 

during 72 h to different concentrations of Cd (J.!M) and pH, evaluated by Fluorescein 

fluorescence; (A) and (B) show respectively differences between exposed cultures of C. 

reinhardtii and C. acidophila at pH=7, and (C) shows change in esterases enzymes activity of 

C. acidophila at pH'=4. Error bars are the standard deviation of eight measurements. 
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Table 4.2 Photosynthetic-based fluorescence parameters of algal cells exposed 24 h to 

different concentrations of Cd and pH. Data represent the average of four measurements. 

Stars indicate significant differences with the control at a significance leve! of0.05 (p<0.05). 

[CcF+] plv! C reinhardtii (pH = 7) 

<f>po v J ABSIRC PI 
0 o. 72 ± 0.009 0.49 ± 0.01 2.87 ±.0015 0.86 ± 0.014 

200 * 0.67 ± 0.001 0.59 ± 0.007 * 3.86 ± 0.087 *O. 35 ± O.D15 

400 *0.66 ± 0.007 0.59 ± 0.01 * 4.04 ± 0.167 * 0.31 ± 0.028 

600 *0.69±0.006 0 .60 ± 0.008 * 3.80 ± 0.108 *O. 36 ± o.014 

[CcF+] ~LM C c1CJdop!zilc1 (pH = 7) 

<f>po v J ABS/RC PI 
0 O. 73 ± o.oo2 0.52 ± 0.014 2.96 ± 0.189 0 .78 ± 0.094 

200 *0.70 ±0.003 0.55 ± 0.004 3.02 ± 0.021 * O. 58 ± o.oo8 

400 *0.70 ±0.003 0.55 ± 0.021 3.12± 0.219 * 0.57 ± 0.094 

600 * 0.69 ±0002 0.56 ± 0.003 3.18± 0.108 * 0.51 ± 0.021 

[Cd~+] ~LM C c1CJdoplziù (pH = 4) 

<I>Po v J ABS/RC PI 

0 0.63± 0.005 0 .58 ± 0.01 3.54 ± 0.102 0.32 ± 0.026 

200 *0.60 ± 0.004 0 .59 ± 0.008 3. 72 ± 0.069 * 0.27 :!: 0.013 

400 *0.60 ±0.001 0 .59 ± 0.007 * 3. 76 ± 0.054 * 0.26 ± 0.011 

600 *0.58±0.006 0.60 ± 0.008 * 3.99 ± 0.148 * 0.22 ±0.018 



CONCLUSION GÉNÉRALE 

Dans ce travail , les effets de l'accumulation intracellulaire du cadmium, un métal 

toxique, ont été étudiés chez deux espèces d'algues vertes, Chlamydomonas reinhardtii et 

Chlamydomonas acidophila, dans le but de déterm iner leurs avantages et désavantages pour 

une application d'assaini ssement des eaux usées contaminées aux métaux. Chlamydomonas, 

une algue verte unicellulaire est connue comme un organisme modèle qui possède un cycle 

de vie simple (Harris, 2001). En plus, la transformation du génome est tàcile et introduire 

1 'ADN est possible, soit dans le noyau, soit dans le génome chloroplastique (Da vi es et 

Grossman, 1998) pour l'améli oration des espèces d'algues dans une perspecti ve d'appli cation 

d'assaini ssement des eaux usées . La dispon ibilité d' un métal dans le mili eu ac ide est plus 

él evée. Donc, dans cette conditi on, 1 'absorpti on du Cd chez C. acidophila, sa capac ité 

d'accumuler le Cd et sa tolérance contre les effets toxiques de Cd ont été analysées. Il faut 

noter que C. reinhardtii ne peut pas croître à fa ibl e pH et l' utili sation de C. acidophila, un 

organisme métal-rés istant n'a pas été encore évaluée pour une appli cati on d'assaini ssement 

des eaux polluées. 

Dans cette recherche, la biomasse de C. acidophila à pH 4 a accumu lé moins de Cd 

que celle de C. acidophila et C. reinhardtii à pH 7. Les résu ltats obtenus à pH 7 indiquent 

une accumulation plus élevée de Cd chez C. reinhardtii par rapport à C. acidophila montrant 

que l'algue C. acidophila présente de mei lleurs mécanismes de protection cellulaire en 

limitant l'absorption du Cd dans la cellule. Nous avons supposé que probablement C. 

acidophila possède une paroi cellulaire qui permet de limiter l'absorption de Cd dans la 

cell ule. 

Les résultats du changement de la densité cellul aire à pH 7 montrent qu'aux 

concentrations plus élevées de Cd (400 et 600 11M) la division cellulaire de C. acidophila est 

moins inhibée que celle de C. reinhardtii indiquant que C. acidophila possède une tolérance 

plus élevée par rapport à C. reinhardtii en présence des ions toxiques de Cd. Une tendance 
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similaire pour C. acidophila traitée au Cd sous deux différents pH ( 4 et 7) a prouvé aucune 

relation entre le changement du pH et la division cellulaire. En comparant 1 'accumulation 

cellulaire de C. acidophila à pH 7 par rapport à pH 4, nous n'avons pas observé une 

différence significative dans la division cellulaire lors d' une expos ition à 600 )lM de Cd. Bien 

que la bioaccumulati on soit plus élevée à pH 7, le Cd intracellul aire n'a pas causé une plus 

grande inhibition de la division cellulaire. 

Pour sélectionner l'espèce la plus appropriée dans le but d'éliminer les ions 

métalliques du milieu, la capacité d'accumulation de l'espèce et sa tolérance contre les effets 

toxiques doivent être éudiées. Les résultats obtenus par la fluorescence ch lorophylli enne 

peuvent confirmer que la concentration de 200 )lM de Cd est la concentration maximale que 

C. reinhardtii peut tolérer pendant 72 h d'exposition. Concernant les changements à 24 h de 

tous les paramètres photosynthétiques comme Q>p0 , ABS/RC et P.J. , nous n'avons pas 

observé une différence significati ve entre 200 )lM et les concentrations de 400 et 600 chez C. 

reinhardtii. Ce qui confirme que 24 h est le temps maximal que cette espèce peut tolérer la 

concentrati on de 600 ~LM de Cd. L'accumulation de Cd chez ces deux espèces à pH 7 atteint 

le maximum lors d' une exposition à 600 ~LM de Cd après 24 h, mais les changements des 

paramètres de fluorescence montrent que l'activité photosynthétique chez C. reinhardtii est _ 

plus altérée que C. acidophila. En fait, le PSII a été considéré comme une cible plus sensible 

à l'action toxique du Cd chez C. reinhardtii. Considérant les résultats de l' inhibition 

cellulaire et ceux obtenus par la fluorescence chlorophyllienne à 72 h d'exposit ion, C. 

acidophila à pH 7 peut tolérer une concentration de Cd jusqu 'à 600 )lM pendant 72 h. Notre 

étude montre aussi que l' indice de performance du PSII (P. I. ) est un paramètre sensible et 

fiable des effets toxiques celluaires causés par le Cd. 

Les changements de la taille et de la granulosité des cellules de C. reinhardtii 

confirment l' altération cel lul aire d' une exposition de 72 haux concentrations plus élevées de 

Cd (400 et 600 )lM). Nous avons proposé que l' augmentation de la taille et de la granulosité 

des cellules de C. reinhardtii peut être li ée à l' inhibition de la division cellulaire et aux 

dommages cellulaires. En plus, les études précédentes ont montré que les microorganismes 

présentaient des changements ultrastructuraux en réponse au stress métallique tels que les 

vacuolisations cytoplasmiques, le développement des organites membraneux, l'accumulation 
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des lipides, l'accumulati on de l'amidon et l'accumulati on cytoplasmique de granules qui 

peuvent être refl étés dans les signaux de SSC montrant une augmentat ion de la granul osité 

cellulaire. Malgré l'accumulation plus élevée de Cd chez C. acidophila à pH 7 par rapport à 

pH 4, aucune altérati on cellulaire correspondant au changement de la taille cellulaire n'a été 

observée sous les deux condi tions de pH et lors de l'exposition de Cd pendant 72 h 

confi rmant l' impl iquation des mécanismes de protecti ons intracellulaires chez cette espèce. 

Comme les résultats obtenus pour la taille des cellules de C. acidophila à pH 7 exposées au 

Cd pendant 72 h, aucune di fférence signifi cative n'a été observée chez la granul osité des 

cellules de cette espèce par rapport au témoin, mais à pH 4, nous avons observé qu 'une 

tendance diffé rente représentant une grande augmentation par rapport au témoin dans la 

granulosité des cellul es de C. acidophila exposées aux concentrations de 400 et 600 ~M après 

48 h, de sorte que cette augmentation a été aussi mani festée après 72 h mais à un pourcentage 

moins élevé par rapport à 48 h. Considérant les rés ultats de l'accumulation intracellulaire, la 

biomasse de C. acidophila à pH 4 a moins accumulée de Cd. Par conséquent, nous avons 

supposé que l'excl us ion a été probablement une cause. De plus, l' accumul ation de Cd pouvait 

être contrôlée par la paroi cellulaire, le periplasmalemma (l'espace entre la paroi cellul ai re et 

la membrane cellulaire) et la membrane pl asmique. En conséquence, les débri s cellulaires 

sont responsabl es de l'augmentation signi ficat ive des signaux de SSC. Après 72 h, les 

mécanismes d'acclimatation cellulaire ont permis la survie de C. acidophila sous de tell es 

conditions. 

Au contraire de l'accumul ation de Cd chez les deux espèces d'algue à pH 7, la 

fluorescence de la Fl uorescéine émise de C. reinhardtii et C. acidophila pendant 72 h 

d'exposition n' a pas changé. Ces résultats sont plus intéressants chez C. reinhardtii, malgré 

la capacité plus élevée d'accumuler le Cd, une plus grande sensibi lité de cette espèce à l'effet 

toxique de Cd concernant l'inhibition de la division cellulaire, la diminution de l'activité 

photosynthétique et les altérations de la morphologie cellu laire lors de l'exposition aux 

concentrations plus élevée de Cd. Les mêmes résultats ont éfé obtenus pour l'intensité de la 

Fluorescéine chez ces deux espèces à pH 7. D'après les travaux antérieurs, nous avons 

supposé que 1 'activité des enzymes estérases reste élevée, car elles participent à la 

détoxication du Cd. 



108 

La fluorescence de la Fluorescéine montre les deux paramètres, la perméabilité de la 

membrane cellulaire et l'activité des enzymes estérases (Franklin et al., 200 la). Les résultats 

obtenus à pH 4 indiquent aucune différence significative dans les résultats de la fluorescence 

de Fluorescéine (FDA) par rapport au témoin pendant 72 h d'exposition à 400 et 600 f.!M de 

Cd. Nous avons supposé que l'exclusion peut être causéé une accumulation moins élevée de 

Cd et donc aucune différence significative dans l'activité enzymatique des estérases à faible 

pH. En plus, il est possible que l'exclusion et les dommages aux membranes aient empêché la 

molécule de FDA de passer à l' intérieur de la cellule, car la FDA peut passer seulement à 

travers les membranes cellulaires viables et donc aucune différence significative dans la 

fluorescence de la Fluorescéine à faible pH. Par ailleurs, concernant l'inhibition de la division 

cellulaire de cette espèce lors de l'expos ition aux concentrations plus élevée de Cd, les 

résultats de la fluorescence de Fluorescéine indiquent la participation des enzymes estérases à 

la détoxication du Cd. Donc, notre étude confirme que la mesure de la granulosité cellulaire 

est un bon biomarqueur pour vérifier les effets toxiques en dehors du cytosol cellulaire. 

Donc, les résultats obtenus dans cette recherche ont présenté les avantages et les 

désavantages concernant l'application des deux espèces dans une approche d'assainissement 

des eaux usées. L'espèce C. acidophila à pH 7 a montré une bonne capacité d'accumulation 

de Cd, tandi s que la forte tolérance de cette espèce a permis l'accumulation d' une 

concentration de Cd jusqu'à 600 ~tM pendant 72 h. D'autre part, C. reinhardtii à pH 7 

possède une capacité plus élevée de bioaccumuler le Cd, mais sa faible tolérance contre les 

effets toxiques de Cd est limitée par le temps d'exposition. Pour les concentrations élevées 

(400 et 600 f.!M), 24 h était le meilleur temps d'exposition que cette espèce pouvait tolérer. 

En considérant les mécanismes d'acclimatations présentés par les études précédentes chez les 

algues en présence des métaux, la synthèse des phytochélatines, la synthèse des protéines de 

stress (Hsps) et du glutathion (GSH) pourraient être suggérer comme des mécanismes de 

réponses envers le Cd. À faible pH, dans l'intervalle des concentrations de Cd et de temps 

étudiés, les deux espèces de Chlamydomonas ne sont pas suggérées pour les applications de 

bioremédiation, C. reinhardtii en raison de sa tolérance moins élevée et C. acidophila en 

raison de sa capacité d'accumulation moins élevée. Par conséquent, cette étude indique les 
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limites pour l'utilisation de ces deux espèces d'algues vertes dans une applicati on de 

bioremédi ation. 

------------------------------------------------------------------- --
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