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RESUME

Chez les plantes supérieures et les algques vertes, l'énergle
lumineuse est absorbée par des pigments antennes dans le
chloroplaste. La majorité de cette énergle est utilisée pour
la photosynthése. L'excés énergétique est dissipé sous forme
de fluorescence et de dissipation thermique. Les cinétiques
de fluorescence sont des mesures courantes en photosynthése.
Elles représentent 1'état d'oxydoréduction de la chalne de
transport d'électrons. Pour leur part, les cinétiques de la
dissipation thermique sont presque inexistantes mais on
suppose que cette forme dissipative provient du méme
événement que la fluorescence. Dans le but de mieux
comprendre les différentes formes dissipatives de 1'énergie,
cette thése présente la conception, la réalisation et
l'application d'un thermo-fluorimétre (systéme d'évaluation
de la dissipation thermique et de la fluorescence) basé sur
l'utilisation d'une sphére intégrante. Cet appareil est
supporté par un systéme de contrdle et d'analyse informatisé
donnant un bilan des principaux paramétres photosynthétiques
liés a 1'état "de santé" des membranes du chloroplaste.

Du cdté technique, cette thése présente une nouvelle méthode
de la séparation de la fluorescence dite constante et de la
fluorescence variable.

Pour la premiére fols, une étude comparative de 1la
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fluorescence et de la dissipation thermique (sur les
premiéres secondes d'illumination) est présentée. Ce travail
met en évidence le parallélisme entre la fluorescence et la
dissipation thermique ainsi que la répartition de 1l'énergie
suivant que le photosystéme II est inhibé sur son cdté
réduit ou oxydé.

Cette thése présente aussl deux applications des cinétiques
de fluorescence et des paramétres photosynthétiques. La
premiére étant 1'étude de l'adaptation de 1'algue verte
Dunalliella tertiolecta a des températures de crolssance de
12=C et 20°C. La seconde fait 1'étude de 1l'effet du cuivre
sur la photochimie du photosystéme II.

Ce travall ouvre donc la porte vers de nouvelles
connalssances fondamentales et appliquées de l'utilisation
de 1l'énergie lumineuse par les plantes supérieures et les

algues vertes.
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CHAPITRE 1

1.1 La photosynthése

On peut définir la photosynthése comme le processus par
lequel les plantes supérleures et les algues vertes
utilisent 1'énergie lumineuse absorbée pour synthétiser des
prodults riches en énergie (sous forme d'hydrates de
carbone) A partir de 1l'eau (H20) et du dloxyde de carbone
(COz) (Hoober 198B4)., Crossiérement, la relation chimigue

globale peut s'écrire comme sult (Hader et Tewvinl 1987):

6 COz + 12 HaO - ———————- > CegH120e + & Ha0 + & QO3

Cette transformation a lieu dans une organelle de la cellule
végétale connue sous le nom de chloroplaste. Chez les
plantes supérieures, le chloroplaste mesure environ 4 a 8 um
de dlamétre et 2 &4 3 um d'épalsseur. Leur nombre est
cependant varlable d'une espéce 4 1'autre. La figure 1.1
présente une vue simplifiéde d'un chloroplaste. Celui-ci est
délimité du cytoplasme de la cellule par une membrane
externe, jouant un role de structure, et une membrane
interne qul contrdle les é&changes avec le cytoplasme.

On retrouve & l'intérieur du chloroplaste un réseau complexe

de structures membranalres fermées gu'on nomme membranes du



— Cellule

Hembdrane externe

Hembdrane interne

' Thylakoide granaire

Thylakoide momatique\

Figure 1.1 Structure tridimentionnelle du chloroplaste

thylacolde (Ort 1986). On distingue deux types de membranes
du thylacoide selon gu'elles sont empilées (thylacolde
granalre) ou non (thylacolde stromatigque). L'empilement de 2
a 100 thylacoldes granaires forme un granum. Les granum sont
rellés entre eux par les thylacoldes stromatiques. C'est
dans ce réseau complexe de membranes gu'on retrouve les
composantes protéinigques nécessaires & la phase lumineuse
(absorption de la lumiére, séparation de charges et
transport d'électrons) de la photosynthése. Pour leur part,
les composantes enzymatiques nécessaires & la phase obscure
(fixation du COz et emmagasinage de l'énergle sous forme

d'hydrates de carbone) se situent dans le stroma.



1.2 e otos Lque

La premiére étape de l'acte photosynthétique est
l'absorption de la lumiére par les complexes collecteurs de
lumiére, la séparation de charges et le transport
d'électrons pour la production d'ATP (adénosine
triphosphate) et du NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate) nécessalres 4 la fixatlion du COz pour la synthése
des hydrates de carbone. Ces réactlions primaires (en phase
lumineuse) ont lieu dans des complexes plgments protéines se
situant dans les membranes du thylacolde. La figure 1.2
présente une vue générale d'un modéle de la structure des
thylacolIdes chez les plantes supérieures. On y distingue

guatre unités fonctlonnelles (Hader et Tevinl 1987) solt:

1) Les deux complexes collecteurs de 1'énergie lumineuse ou
complexes capteurs de lumiére (CCL-II et CCL-I) formés de
protélnes et de pigments photosensibles.

2) Les deux centres photochimiques (PSII et PSI) ol se
prodult la séparation de charges.

3J) Un réseau de transporteurs d'électrons entre les
photosystémes II et I,

4) Le facteur de couplage (ATPase) responsable de 1la
synthése de 1'ATP & partir du phosphate lnorganique (Pi)

et de 1'ADP.

Ces complexes "baignent"™ dans un environnement lipidique



Fiqure 1.2
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Représentation schématique de la structure des membranes

du chloroplaste. CCL-II et CCL-I, complexes collecteurs de lumiére

du photosystéme II et I; CR-II et CR-I, centres photochimiques II

et I; CYT be/f, complexes cytochromes; ATPase, complexe pour la

synthése de 1'ATP. Tiré de Hader et Tevinl 1987.



dont le but est de maintenir une structure favorable aux
différentes fonctions des protéines responsables du
processus photosynthétique (Kaplan et Arntzen 1982). Ces
protéines sont distribuées différemment & 1l'intérieur des
membranes du thylacolde. Les CCL-II et leurs PSII
correspondant sont majoritalirement situés dans les régions
empllées des thylacoldes granaires tandis que les CCL-I, les
PSI, les complexes cytochromes be/f et le facteur de
couplage CFo-CFi (ATPase) se situent dans les thylacoides
stromatiques.

Les PSII sont hétérogénes par leur structure et leurs
fonctions (Mells et Homann 1975). Ils sont notés de type
alpha (a) ou bé&ta (8) selon leur localisation dans les
thylacoldes. Les PSIIa se situent dans les thylacoides
granalires et les PSIIB dans les thylacoldes du stroma
(Anderson et Melis 1983). Les PSIIa possédent un plus gros
complexe collecteur de lumiére que les PSIIB (Melis et
Duysens 1979). Cette variation de l'antenne entraine
possiblement un plus falble taux de transfert de 1'énergie
vers les centres réactlonnels chez les PSIIB comparativement
au PSIIa (Thielen et van Gorkom 1981). Nous ne connalssons
pas encore trés blen les fonctions des PSIIB mais on suppose
maintenant que ces derniers solent des centres réactionnels
en formation (Melis 1985). Il est & noter ici que dans la
majorité des illustrations, on ne considére que les PSIIa;
ces derniers étant d'une plus grande importance dans la

chalne de transport d'électrons.



1.3 L'absorption de l'énergie lumineuse

L'énergie lumineuse nécessaire &4 la formation de 1'ATP et du
NADPH est captée par des pigments photosensibles associés
aux protéines des complexes capteurs de lumiére. Chez les
plantes supérlieures et les algues vertes, se sont les
chlorophylles a et les pigments accessoires (chlorophylles b
et caroténoides) qui sont responsables de l'absorption
lumineuse entre 400 et 700 nm (Hader et Tevini 1987). La
diversification de ces pigments photosensibles a pour but
principal d'élargir le spectre d'absorption de la lumiére
utilisée pour la photosynthése (Clayton 1980). Les
caroténoldes ont, pour leur part, un r8le supplémentaire
comme protecteur des chlorophylles contre la photooxydation
(Hoober 1984).

La figure 1.3 présente les différents spectres d'absorption
des pigments chlorophylles a, b et caroténoldes entre 400 et
700 nm. La chlorophylle a absorbe principalement dans le
rouge (maximum & 680 nm) et dans le bleu (maximum & 440 nm).
Les pigments accessoires absorbent dans les régions ou la
chlorophylle a est moins efficace (Hader et Tevini 1987).
Chez les plantes supérieures et les algues vertes, 1l'énergle
absorbée par les plgments accessolres est transférée avec
une certaline perte a la chlorophylle a (environ 2% pour 1la
chlorophylle b et 40% pour les caroténoldes). Pulsqu'il y a

perte d'énergie lors de la migration de l'exciton, le



Chlarophylle a —— Chlotophylle b

Carotenoldes

Chlorophylle 3 ——

Chlorophylle b-

ABSORPTION RELATIVE

400 500 800 100
LONGUEUR D'ONDE (nm)

Figure 1.3 Spectre d'absorption des chlorophylles et des
caroténoides chez les algues vertes et les plantes

supérieures (Hader et Tevinl 1987).

transfert de 1'énergle (de l'exclton) ne se fera gu'en sens
unigue partant des caroténoides vers le centre réactionnel
{une paire spéciale de chlorophylle a). L'absorption d'un
photon par les plgments photosensibles Impligque une
transition électronique du niveau fondamental vers un nlveau
exclté,., Cette transition est de 1'ordre de 10-%® s. L'état
excité est alors transféré par résonnance (Forster 1965)
vers le centre réactionnel des PSII et PSI ou i1 y aura
séparatlion de charges et transport d'électrons (Foyer 1984).

La flgure 1.4 présente un modéle de l'organisatlon
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Figure 1.4 Représentation schématique des différents

plgments antennes du photosystéme II (pour plus de

détalls, wvolr Hader et Tevini 19587).

hétérogéne des pigments photosenslbles assoclés au complexe
collecteur de lumiére du PSII (CCL II) ainsl gue le
processus de transfert de 1'énergle absorbée partant des
caroténoldes vers les plgments de chlorophylle a au nlveau
du centre photochimlgue (PSII).

La perte de 1'exciton lors du transfert de 1'énergle des
plgments accessolres vers la chlorophylle a assoclé au
centre photochlimlque (PSII) est dissipée sous forme de
fluorescence constante (au niveau de 1l'antenne) et de

désactivatlon sous forme de dissipation thermique. L'énergie



transférée au centre photochimique PSII dont le maximum
d'absorption est a4 680 nm sera utilisée principalement pour
la photochimie (séparation de charges) ou dissipée sous
forme de fluorescence (par recombinalison de charges) et de

dégagement de chaleur.

1.4 Le transport d'eélectrons

L'énergie transférée aux centres réactionnels des PSII
(PEBOD) et P8I (P700), se situant proche de la surface
interne des membranes (figure 1.5), provogue une transition
électronique des photosystémes vers un état excité P6EBO™ et
P700* respectivement. Cet état possédant une plus grande
énergle est utlllisé pour produlre une séparatlon de charges
entre le centre réactionnel et une molécule volsine (un
accepteur). Au niveau du photosystéme II, cet accepteur
serait une phéophytine et au niveau du PSI, un dimére de
chlorophylle a (Gregory 1989). Cette séparation de charges
est la premiére transformation de l1'énergle lumineuse en
énergle électrochimigque (Papageorglou 1975). Sous forme

abrégée, ce processus s'écrit:

Pour le PSII
P&B0 Phé& ----> P&EBO™ Phé ----> PGEBO* Phé-
Pour le PSI

pP700 Chl ----> P700* Chl ----> P700* Chl-



Légende de la figqure 1.5

Ay, Az accepteurs d'électrons du PSI

ADP adénosine diphosphate

ATP adénosine triphosphate

ATPase complexe pour la synthése de 1'ATP

Cyt bse cytochrome bse

Cyt £ : cytochrome £

Fd ferrodoxyne

FeS complexes fer-soufre

LHC complexes collecteurs de lumiére

NADP nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NADP red : enzyme NADP réductase

Psao centre réactionnel du PSII

Psoo centre réactionnel du PSI

pPC plastocyanine

Phaeo phéophytine

PQ bassin de plaétoquinones membranaires

PSI photosystéme I

PSII : photosystéme I1I

Qa premler accepteur d'électrons du PSII (quinone)
Qn site des herbicides

Y complexe de dégagement d'oxygéne

Z donneur d'électrons au PSII (résidu de tyrosine)

10
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P680* et P700* étant de trés forts oxydants, ces derniers
iront chercher un électron de leur donneur respectif afin de
stablliser la séparation de charges. Au niveau du PSII, ce
donneur noté Z seralt un résidu de tyrosine (Barry et
Badcoch 1987). Le centre réactionnel du PSII, aprés
l'oxydation de Z en molns de 50 ns, passe de la forme P680*
a P680 et Z passe 4 la forme Z*. Z* est un fort oxydant pour
l'eau, il reviendra donc a sa forme initiale en prenant un
électron d'une molécule d'eau au niveau du systéme de
dégagement d'oxygéne (Govindjee et al. 1985, Rutherford
1989)). Ce complexe (noté Y) se situe & la surface interne
du thylacolIde (figure 1.5). Il est caractérisé par un
mécanisme & quatre étapes ol chaque étape supérieure
correspond a un degré supérieur d'oxydation de l'eau. A
1'étape quatre, une molécule d'oxygéne est dégagée et le
cycle recommence. Au cours de ce cycle, quatre protons sont
injectés dans la membrane interne du thylacoide créant ainsi
un gradient de pH entre l'intérleur et l'extérleur de la
membrane (Delrieu 1983).

L'électron qui a été capté par la phéophytine lors de 1la
séparation de charges est transféré a un bassin de
plastogquinone (PQ) par l'lntermédiaire de la quinone Qa et
du site Qu. Les différentes durées de vie des réactions
photochimiques entre les différents transporteurs sont
résumés a la figure 1.6. Deux électrons sont nécessaires
afin de réduire une plastoquinone fixée au site Qa. Lors de

ces deux réductions successives, la plastoquinone prend deux
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protons du stroma pour se neutraliser. Elle se détache donc
du site Qa pour passer a4 la forme plastohydroquinone PQHz. A
ce stade, le site Qs accepte une nouvelle plastoquinone

membranaire et le cycle recommence (Papageorgiou 1975). Sous

forme d'équation, le processus se résume Aa:

Qa Qs =-==-=-2 Qa~ Qs ———-> Qa Qa~(H") ----> Qa~ QUu~(H*)
====» Qa Qw(Hz) --==--- > Qa QOm
PQ PQH=

Le transport d'électron vers le PSI se fait par
l'intermédiaire du complexe cytochromes be/f situé dans la
membrane entre le PSII et le PSI (figure 1.5). La
plastohydroguinone PQHz: y est oxydée, au niveau de 1la
surface interne de la membrane, en libérant deux protons
vers l'intérieur (Ort 1986). Un électron est ainsi libéré et
transféré au PSI en passant par la plastocyanine (FC) qui
agit comme donneur d'électrons au PSI. Lors d'une nouvelle
séparation de charges (au niveau du PSI), l'électron est
transféré &4 un accepteur A. (gqui serait une chlorophylle a)
et Az (qui serait une vitamine K., Andreasson et Vangard
1988). L'électron se rendra ainsi A la ferrodoxyne (Fd)
située 4 la surface externe de la membrane en passant par
des complexes fer-soufre (Fe-S A et Fe-S B). La Fd utilisera
l'enzyme NADP réductase afin de transformer le NADP en NADPH

gui sera utilisé dans le cycle de la phase obscure (cycle de
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Calvin) pour la fixation du COaz et la synthése d'hydrates de
carbone.

Lors de ce transport linéalre, deux protons sont transférés
de l'extérleur de la membrane vers l'intérleur., Cette
accumulation de protons avec celle causée par l'oxydation de
l'eau entralne un gradlent de pH qul déclenche la synthése
de 1'ATP (Gregory 1989).

L'enzyme responsable de cette synthése est le facteur de
couplage CFo-CFi (ou ATPase) composé de deux sections
(figure 1.5) dont 1'une hydrophobe (CFg) et 1l'autre
hydrophile (CF.) (Nelson 1988). C'est la section hydrophlle
gqul est responsable de la synthése de 1'ATP & partir de
1'ADP et du P. (phosphate inorganigque) tandis que la partie
hydrophobe sert de canal pour lalsser passer les protons de
l'intérleur vers l'extérleur de la membrane (Gregory 1989).
La synthése de 1'ATP sert alnsl a dimlnuer le gradient de
protons dil au transport d'électrons dans la membrane

photosynthétique (Hoober 1984).

1.5 La phase obscure

L'énergle emmagasinée sous forme d'ATP et de NADPH est

utllisée dans les réactlons de la phase obscure ou cycle de
Calvin (Benson et Calvin 1950). Elle est dite phase obscure
car elle n'a pas besoin directement d'énergie lumineuse pour
fonctionner. Ce cycle est représenté a la fiqure 1.7 et est

situé dans le stroma A l1l'intérlieur du chloroplaste. La
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fonction de ce cycle est la synthése des sucres (CsHiz20s) &
partir de la fixation du dioxyde de carbone COz et d'énergie
emmagaslnée sous forme d'ATP et de NADPH. Pour chague

molécule de CO2 fixée, 3 ATP et 2 NADPH sont utilisées. Pour
synthétlser une molécule de sucre, le cycle utilisera 18 ATP

et 12 NADPH (Lehninger 1982).

1.6 La dissipation de 1'énergie

L'absorptlon d'un photon (énerglie lumineuse) au niveau des
complexes collecteurs de lumiére produit une transition
électronique des pigments wvers des nilveaux supérlieurs
d'énergie. Suivant 1'énergie absorbée, la molécule excitée
fera une translition de son nilveau fondamental (Ss) au
premier {(Si) ou & un niveau supérieur (Sz, Sa,.-+, Sn)
d'énergie (Hader et Tevini 1987). Cet é&tat fait suite &
l'absorption d'un seul photon d'énergie E=hc/1 ot h est la
constante de Planck, c la vitesse de la lumiére et I la
longueur d'onde égquivalente du photon. Une molécule ne peut
s'élever A4 un état exclité gue 31 1'énergle gu'elle a
absorbée correspond au minimum & 1'énergle de cet état.
Cette absorption se falt dans l'ordre de 10-2% s. §i
l'énergie dans 1'état excité n'est pas utilisée a la
photochimie, la molécule se relaxe et revient & son état
fondamental en utilisant différentes formes dissipatives.
Les trols principales formes sont la dissipation thermigue

{chaleur), la fluorescence et la phosphorescence,
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La figure 1.8 montre un diagramme de Jablonski des
différentes transitlons électroniques possibles sulte &
l'absorption d'un photon et des moyens de disslpation de
l'énergie absorbée. Il est & noter qu'a la température de la
pléce, la dlssipatlon de 1'énergle sous forme de
phosphorescence est négligeable par rapport a4 l'énergle
absorbée (Vanderkooi et Berger 1989) et peut donc, dans

notre cas, étre exclue.

1.6.1 La fluorescence

La fluorescence (dans la photosynthése) est un processus par
legquel une molécule a l'état exclté 8, disslpe 1l'énergle
absorbée pour revenlr a 1'état fondamental (So) par
l'émission d'un photon (flgure 1.8) (Yavorskl et Detlat
1380). Due aux lois guantigues, 1l'énergie émise par
fluorescence ne peut étre supérieure a celle absorbée. La
longueur d'onde d'émission du photon sera donc égale ou
supérlieure (énergle égale ou iInférleure) a celle du photon
absorbée, Cette émission de fluorescence est de 1l'ordre de
10-®* a 10~% s aprés l'absorption du photon d'excitation et
correspond 4 un temps de vie apparent (t). Ce temps de vie
apparent est 40 &4 1la compétition entre la dissipation de
l'énergie sous forme de fluorescence et la dissipation de
l'énergie sous les autres formes possibles (figure 1.8). On

relle donc le temps de vie apparent et le temps de vie
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Figure 1.8 Diagramme de Jablonski des

et de ses formes dissipatives,

niveaux d'énergie

propre (to) de la fluorescence par la relatlion:

TZTQQF

ot 1'on définit &» comme é&tant le rendement guantigque de

fluorescence et correspondant au nombre de photons émis sous

forme de fluorescence par rapport au nombre de photons

absorbés (Lakowlcz 1986). Utilisant les différents processus

dissipatifs de 1'énergle, le rendement guantligque de
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fluorescence peut Btre décrit comme:

ke
iy = 1.2
ke + ko + ks

ol ks, ke et ke représentent les constantes de vitesse des
processus de fluorescence (F), chaleur (C) et photochimie
(P) respectivement (Munday et Govindjee 1969).

Etant donné que la fluorescence émise est fonction de
l'intensité de la lumiére absorbée (I} par la molécule et du
rendement quantigue de fluorescence ¢», la fluorescence

émise sera donc donnée par:

F =1 ¢» 1.3

De fagon analogue, le rendement quantigue de l'émission

thermique peut s'écrire:

ke

ke + ka + ke

En émettant 1'hypothése gue ke change tout en lalssant ks et
ke constant, l'intensité thermigue émise (C = I ¢=) devient
proportionnelle &4 celle de la fluorescence (F) (Munday et
Govindjee 1969). Donc, si F + C + P = I et gu'on suppose P
égal a 1l'intensité de lumiére absorbée I foils K (la
probabilité gue le photon soit utilisé pour la photochimie
et gqul est égale au rendement guantigue des réactions

photochimiques ¢2), on peut écrire de Munday et Govindjee en
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1969 et Butler en 1980:

F +cF + & I =1 1.5

ol ¢ est la constante de proportionnalité entre C et F. La

fluorescence émise peut maintenant s'écrire:

F = (I/ci) (1-¢p) 1.6

ol ca = ¢ + 1. Cette relation n'est valable que pour les
PSII oxydés. A la température de la piéce, la fluorescence
émise provient majoritairement des pigments du complexe
collecteur de lumiere et du PSII.

La fluorescence provenant du complexe collecteur de lumiére
est due a4 la perte d'énergle (au niveau des pigments) lors
de la migration de l'exciton vers le centre photochimigque
PSII (Papageorgiou 1975). Cette fluorescence n'est pas liée
au transport d'électrons dans la membrane, donc aux
réactions photochimiques, et elle est dite fluorescence
morte ou fluorescence constante Fo.

L'énergie arrivant au centre réactionnel du PSII est
utilisée pour la séparation de charges. Si le transport
d'électron est effectif, c'est-a-dire qu'il y a transfert de
l'électron & 1l'accepteur primaire Qa (puisque ce dernier est
oxydé) aprés séparation de charges, l'énergie ne sera
utilisée que pour les réactions photochimlques. Le systéme

est alors considéré A 1'état "ouvert". L'émission de
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fluorescence sera minimale (réactions photochimigues
maximales) et ne proviendra que de la perte d'énergie

provenant des antennes (niveau Fo):

F = Fo = I/ca1 (1-%s5) 1.7

ol $#ps (&guivalent 4 K.) désigne le rendement photochimique
lorsque tous les accepteurs Qa sont oxydés au temps t=0.
Aprés un temps t, l'accepteur primaire Qa peut devenir
réduit (état "fermé"). L'électron est ainsi bloqué au niveau
de la phéophytine qui ne peut plus Btre oxydée par Qa. Il se
produit donc disslipation de l1'énergle par recombinaison de
charges entre la phéophytine et le centre ré&actionnel
(Klimov et al. 1977) avec émission de fluorescence. D'aprés
la relation 1.6 l'émission de fluorescence au temps t sera

donnée par

F(t) = I/ca (1-ds(t)) 1.8

ol de(t) désligne le rendement photochimigue des PSII aprés
un temps t. Cette fluorescence inclue la valeur de Fo. La
fluorescence qui provient de la recombinaison de charges est
donc llée & 1'état d'oxydoréduction de 1'accepteur primaire
Qa (Van Gorkom 1986, Krause et Wels 1984, Brlilantais et al.
1986).

Lorsqu'on illumine des chloroplastes ou des algues adaptés

au noir, la fluorescence émise par le PSII wvarie en
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intensité dans le temps dQ aux changements dans la capacité
de transport d'électrons quil contrdle 1l'état
d'oxydoréduction de Qa. L'évaluation ou la mesure de cette
fluorescence temporelle (F(t)) sous le nom d'effet Kautsky
(de 1'auteur) s'avére donc une sonde trés efficace pour la
mesure de l'état d'oxydoréduction de la chalne de transport
d'électrons. La fiqure 1.9 illustre les variations typiques
(effet Kautsky) de 1'intensité de la fluorescence a
différentes échelles de temps.

Ces cinétiques sont caractérisées par plusieurs niveaux
notés 0O-I-D-P-S-M-T (Krause et Wels 1984) regroupés en une
phase rapide (niveaux 0-I-D-P) sulvie d'une phase lente
(niveaux S-M-T). La phase rapide s'effectue en gquelgques
secondes tandis que la phase lente s'étend a plusieurs
minutes. Le cheminement dans le temps des différents niveaux
composant l'effet Kautsky est dépendant de 1l'état
d'oxydoréduction de la membrane photosynthétique.

Le niveau 0 (Fo) sous le nom de fluorescence morte (Lavorel
et al. 1986) provient de la perte d'énergie (au niveau des
antennes) lors de la migration de l'exciton vers les centres
réactionnels. La montée O-I correspond & une réduction
partielle des accepteurs primaires Qa du PSII. L'inflection
I-D est la conséquence de l'oxydation des Qa~ par le PSI. La
montée D-P survient quand le photosystéme I est saturé (dd a
un blocage de son cdté réduit) et devient 1ncapab1é
d'accepter d'autres é&lectrons. Le bassin de plastoquinone

devient plus réduit et se traduit par une augmentation de
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Figure 1.9 Cinétiques d'induction de la fluorescence

mesurées sur différentes échelles de temps

fluorescence au niveau P. Les oscillations S-M conduisant au
niveau T sont aussl dues & l'état d'oxydoréduction de Qa
mals décrivent aussiile gradient de protons & l'intérieur de
la membrane, la concentration en ATP et en NADPH ainsi que
le taux de fixation du COz par le cycle de Calvin. Au niveau
T, le rendement quantique de la fluorescence et le

dégagement d'oxygéne demeurent constants.

L'effet Kautsky est donc composé d'une fluorescence
constante (Fo) et d'une fluorescence varilable (F«(t))
correspondant a4 l'état d'oxydoréduction de la chaine de
transport dtélectrons. Fv(t) va donc croitre et décrolItre

selon l'état réduit ou oxydé (respectivement) des accepteurs
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d'électrons du PSII. La fluorescence totale mesurée F(t)
(effet Kautsky) est donc la superposition de ces

fluorescences:

F(t) = Fv(t) + Fo 1.9

En présence de l'herbicide DCMU (3-(3',4'-dichlorophényl)-
1,1-diméthylurée) gul isole le photosystéme II par
inhibition du transport d'électrons au niveau du site Qm, la
fluorescence atteint rapidement un niveau maximal noté Fu
([Eigure 1.9) causé par la réductlon des accepteurs
d'électrons Qa du photosystéme II. Dans cette conditlon,
$e(t) = 0 (idéalement) et la fluorescence Fn devient égale a
I/ca. L'inflection I-D des cinétigues de fluorescence est
icl inexistante puisgue ces niveaux sont fonction de la
photochimie du PSI (Mells et Homann 1975, Krause et Wels

1584).

1.6.2 La dissipation thermigue

La dissipation de l1'énergie sous forme de chaleur est la
seconde forme de relaxation des molécules aprés une
transition électronique vers les niveaux excités (figure
1.8)., Cette forme de relaxatlion a lieu en 10-*2 3 apres
absorption du photon d'excltatlon. Elle est mesurable dans
la région du spectre électromagnétigue allant d'environ 800

a 100,000 nm,
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Cette forme dissipative est la plus importante (en
proportion) dans la photosynthése puisqu'elle provient de
toutes les voles de relaxation de 1l'énergie. On suppose
(Papageorgiou 1975, Foyer 1984, Hoober 1984, Carpentier et
al. 1989) que lors des réactions primaires de 1la
photosynthése, 1la dissipation de 1l'énergie sous forme
thermique proviendrait des centres collecteurs de lumiére
(pigments antennes) (chlorophylles a, b et caroténoides)
ainsi que de la perte d'énergie due & la recombinaison de

charges au niveau des centres photochimiques.

Dans la majorité des publications, la dissipation thermique
est mesurée en utilisant un spectrométre photoacoustique
(Buschmann et al. 1984). Cette technique utilise une lumiére
d'excitation modulée permettant de produire un changement de
température a4 l'intérieur de 1'échantillon et au méme rythme
que la lumiére d'excitation. Ce changement de température
crée une variation de pression dans la cellule de mesure
pouvant &tre mesurée a l'aide d'un microphone. Cependant, a
cause de l'instrumentation utilisée, les variations
temporelles rapides (sur les premiéres secondes aprés le
début de 1'illumination) sont trés difficiles a obtenir et

n'ont pas été observées.

Il n'existe donc que trés peu d'informations sur les
cinétiques de dissipation thermique. On suppose que cette

forme de relaxation est proportionnelle a la fluorescence
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(Munday et Govindjee 1969). En 1984, Katoh et Yagamishi
démontrérent, pour la premiére fols, l'existence d'une
relation étroite entre les cinétiques de la fluorescence et
de la dissipation thermique. A ce stade, aucune
Interprétation moléculaire ne fut avancée. Les auteurs n'ont
fait que décrire les cinétiques (les différents niveaux) sur
plusieurs secondes aprés le début de 1'illumination et les
comparer a celles obtenues en fluorescence. Il semble
d'apreés ces travaux que la dissipation thermique suit les

mémes variations que celles obtenues en fluorescence.

1.7 Problématique et objectifs du travail

L'analyse des cinétiques d'induction de fluorescence est
donc un outil indispensable afin de caractériser 1'état
d'oxydoréduction de la chaine de transport d'électrons dans
le temps. Cet état est grandement influencé par les divers
facteurs environnementaux tels l'effet de la température de
crolssance, l'utilisation d'herbicides et polluants qui
inhibent la chalne de transport d'électrons soit au niveau
du systéme d'oxydation de 1l'eau, au niveau d'un
intermédiaire de la chaine de transport d'électrons ou des
réactions de la phase obscure (Samson et Popovic 1988,
Griffith et al. 1984, Moody et al. 1983, Govindjee et al.
1981) . Le rendement et la cinétique de fluorescence
variable étant des indicateurs trés sensibles caractérisant

ces effets, deviennent par le fait m&me un outil afin de
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caractériser l'état physiologique des plantes supérieures et
des algques vertes (Papageorgiou 1975).

L'analyse des cinétiques d'induction de fluorescence sans et
avec DCMU permet l'évaluation de différents paramétres
photosynthétiques liés & 1'état physiologique du systéme

(Briantais 1986, Lavorel et al. 1986, Butko et Szalay 1985).

Le premier paramétre indlispensable est 1l'évaluation de la
fluorescence constante Fo (au temps t=0). Ce niveau de
fluorescence est utilisé pour séparer la portion variable
(liéde uniquement &4 la photochimie) des cinétiques de
fluorescence F(t). La cinétique de fluorescence F(t) étant
la superposition de Fo et Fv(t), cette portion variable sera
évaluée par Fe(t) = F(t) - Fo. En se basant sur les
équations 1.7 et 1.8, ce niveau variable dans le temps

devient égal a:

Fvit)

1l

F(t) - Fo

Fvl(t) I[/ca (®pa - ®=(t)) 1.10

Cette relation caractérise le nombre de séparations de
charges au temps t 1lié 4 1'état d'oxydoréduction de Qa.
Actuellement, il existe plusieurs systémes pour 1l'évaluation
de la fluorescence mais aucune technique "unifiée" (aucune
méthode standard) de l'évaluation de la fluorescence
constante Fo. De plus, dans la majorité des cas, les

laboratoires évaluent le niveau F. (1 pour initiale)
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correspondant souvant au niveau I des cinétiques Kautsky, ce
qul est trés différent de la fluorescence constante Fo (Cao
et Govindjee 1990). Afin de comparer dlfférents
échantillons, il est nécessaire d'utiliser la fluorescence
normalisée Fuyn(t) définie comme étant le rapport de la

fluorescence varlable sur la fluorescence constante :

Fw(t) Ppa - Pelt)
Fuwn(t) = = 1.11
Fn 1 = ‘F-

L'avantage de cette relation est son indépendance par
rapport 4 1'intensité de la lumiére absorbée. De plus, elle
est fonction du nombre de séparations de charges. Elle
permet donc une meilleure comparaison des niveaux de
fluorescence entre chagque échantillon. Elle est cependant

fonction de Fo.

En présence de DCHU,.la fluorescence F(t) s'éléve rapidement
4 un maximum noté Fw (sectlon 1.6.1)., Ce type de mesure
permet d'lsoler le photosystéme II d'ol provient
majorltalirement la fluorescence & la température amblante et

permet d'évaluer de nouveaux paramétres assoclés a la

photochimie du photosystéme II solt:

1 ) Le temps moyen d'induction de fluorescence (Malklin et

Kok 1966) et définl (en se basant sur les relations 1.7 et

1.8) comme:
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- Fu - F(L)
T = [ dt
1] Fu - Fo
- de(t)
= I  ———— 1" 1.12

La valeur Fw correspond au niveau maximal des clnétiques de
Elucrescence en présence de DCMU. Ce nilveau est atteint trés
rapidement et ne wvarle plus aprés guelques secondes

d'illumination. Il demeure stable aprés cette période et est

donc considéré comme une constante.

2 ) Le taux de transport d'électrons (ou taux de
photoreduction en présence de DCHMU) par le photosystéme II
et correspondant & la vitesse de photoréductlion de
l'accepteur Qa. Ce taux est directement fonction de 1'état
physiologique des plantes et des algues (Samson et al. 1988,

Mandorl et Melis 1986). On déflinit ce taux par la relation:

d/dt Ln [Fu-F(t)]

-
n

d/dt Ln [I/ca ®=(t)] 1.13

Cette relation correspond au nombre de séparations de
charges effectuées par unlté de temps & une Intensité donnée
en supposant gue pour chague séparatlion de charges

g'effectue la réduction d'une Qa (flgure 1.10).
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Ln [ Fvim "I:v(t) ]

TEMPS, S

Figure 1.10 Evaluation du paramétre Ln (Fu - F(t)) en

fonction du temps. La pente de ce graphique correspond

au taux de photoréduction (K) de 1'accepteur Qa.

3 ) Le nombre et la nature des accepteurs (Lavorel et al.

1986, Malkin et al. 1981, Malkin et Kok 1966)

photochimiquement actifs du photosystéme II

DCMU) soit a une constante prés:

- Fu - F(t)

(en présence de

=3
1

I¢PQT=I¢DQI
0 FuM - Fo

n =1 J‘ s (t) dt
0

dat
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Etant donné que chaque séparation de charges correspond & la
réductlon d'une seule Qa, cette relation nous indique le

nombre de centres réactionnels du PSII.

De plus, l1'intégrale correspondant a4 la surface
complémentalre {noté A) au-dessus des courbes d'lnduction de
fluorescence (figure 1.11) est étroltement llée a la nature
des centres réactionnels, en particulier les centres PSIIa
et PSIIN situés dans les membranes granalres et stromatiques
respectivement (Melis et Homann 1975). L'analyse
semilogarlthmique de 1l'accroissement de cette surface dans
le temps nous permet d'lsoler les phases correspondantes a
chacun de ces centres réactionnels (Mells et Homann 1975,
Owens 1986). Ce traltement donne aussl une évaluation de la
vitesse de fermeture (état ouvert a état fermé) et de la
contribution de chacun de ces centres & la fluorescence et a

la photochimie du PSII.

4 ) Le rendement photochimlgque maximal (Malkin et al. 1981)
ou l'efficaclté des plantes a transformer 1'énergie en

réactions photochimiques et défini comme:

£
]
-
|

(Fo/Fu)

fea 1.15

Tous ces paramétres évalués § partlr des clnétigues

d'inductlon de fluorescence nous indiguent un bllan



33

FLUORESCENCE (oniids arh )

TEMPS (8]

Fiqure 1.11 Représentation de l'alre complémentalire A au
dessus des courbes d'induction de la fluorescence.
L'analyse semilogarithmique de l'accroissement de cette
surface (graphlque Intérleur) dans le temps est fonctlon
du nombre et de la nature des centres réactionnels de

type PSIIa et PSIIN,.

énergétligue associé a 1'état physlologlque du spécimen.

Il est 4 noter que les paramétres exposés [cl peuvent
s'appliquer avec les cinétiques de fluorescence sans
traltement avec 1'herblclde DCMU, Cependant, afln de
comparer les résultats obtenus avec le DCMU, le niveau Fe
(évalué au niveau P sans DCMU) dolit Etre égal au niveau Fu
des cinétlques avec traltement au DCMU. La comparalson des

différents paramétres sans et avec DCMU nous permet
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d'étudler 1l'effet de la photochimie du PSI sur la
photochimie du PSII puisque 1l'influence du PSI est présent
en absence de DCMU.

Actuellement, il n'existe pas (selon les recherches
bibliographiques effectuées) de systéme nous donnant un tel
bilan énergétique de fluorescence du processus
photosynthétique. Dans la plupart des laboratoires, ce bilan
énergétique se fait manuellement et améne souvent plusieurs
imprécisions dans 1'évaluation des paramétres
photosynthétiques. L'aire complémentaire et le taux de
photoréduction sont sans doute les plus vulnérables. En
fait, en présence de DCMU, il arrive fréquemment que 1la
montée de fluorescence est si raplde qu'une évaluation
manuelle de la pente initiale et de l'aire complémentaire
rend difficiles et méme indistinctes les différences entre
deux mesures. Il devient donc lmportant d'implanter des
méthodes informatiques efficaces pour le calcul de ces
paramétres.

Pour leur part, les cinétiques de dissipation thermique sont
peu nombreuses bien qu'elles solent d'une grande importance
pour évaluer les différentes contributions de la dissipation
de 1'énergie au bilan total. La méthode photoacoustique est
sans contredit la plus utilisée pour les mesures non-
radlétlves (dissipations thermiques ou autres désactivations
conduisant a une dissipation thermique) (Carpentier et al.
1989, Buschmann et al. 1984, Buschmann et Prehn 1981).

Cependant, cette technique ne permet pas des mesures sur des
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plantules entiers permettant des essais non destructifs des
échantillons et rend difficiles les mesures avec des
échantillons en suspension telles que les algues intactes
dans leur milieu de croissance ou des solutions de fractions
membranaires (Buschmann et al. 1984).

De plus, le spectre ou la cinétique observée sont perturbés
par 1l'évolution du dégagement d'oxygéne résultant de 1la
modulation de la lumiére d'excitation (Bults et al. 1982).
Bien qu'il soit possible d'éliminer cet effet par
l'utilisation d'une seconde lumiére continue et saturante ou
par augmentation de la fréquence de modulation de l'énergie
d'excitation, il est avantageux de connaftre le taux de
dissipation thermique en lumiére non-saturante comme dans le
milieu naturel.

Cependant, la fréquence de modulation influence aussi la
cinétique observée. Une diminution de la fréquence entraine
une augmentation de 1l'épaisseur de la couche cellulaire qui
contribue au signal photoacoustique (Buschmann 1984). Selon
la fréquence utilisée; la contribution au signal d'un des
plgments sera vislble ou lnexistant. La fréquence de
modulation devient donc un point critique et discutable mais
apporte cependant des précisions gqguant a la localisation de
l'émission ainsi que les paramétres optiques et thermigues
de l1'échantillon. I1 devient donc important de développer
une technique quil compléte les mesures photoacoustiques en

évitant les problémes énoncés.
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Actuellement, il n'existe que trés peu de littérature
reliant les deux principales formes de dissipation de
l'énergie (outre la dissipation sous forme de réactions
photochimiques) dans le domaine du temps (effet Kautsky) a
1'état physiologique d'échantillons photosynthétiques in
vivo ou in vitro. En fait, on suppose que (Papageorgiou
1975) 1la dissipation thermique provient des antennes et de
la perte d'énergie aux centres réactionnels mais personne
n'a encore été en mesure de confirmer de fagon directe ces
hypothéses, en particulier sur les niveaux 0-I-D-P de
lteffet Kautsky. Si»la dissipation thermique est paralléle a
la dissipation sous forme de fluorescence (figure 1.9), i1
est plausible de penser que pour un niveau Fo doit
correspondre un niveau To (dissipation thermique constante)
et que ce dernler devrait varler de 1a m&me fagon, sous les
mémes conditions. De plus, aucune cinétique de la montée
rapide (dans les premiéres secondes de 1l'illumination) de 1la
dissipation thermique ne figure dans la littérature sur le
sujet. Il est donc ici intéressant de vérifler si cette
cinétique posséde les mémes caractéristiques que celles

observées en fluorescence, et quelles en sont les relations.

Dans ces ordres d'idées, le travall présenté ici a pour
premier but, de définir et caractériser les relations
possibles qui existent entre les niveaux de cinétiques de

dissipation thermique et de fluorescence en relation avec
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les conditions expérimentales qul influencent 1l'état
physiologique des plantes supérieures et des algues vertes.
De plus, ce travail doit vérifier l'existence d'un
parallélisme entre ces cinétiques en caractérisant les
différents niveaux (0-I-D-P) et portions de la dissipation
thermique (To et Tv) en relation & celle obtenue en

fluorescence (Fo et Fv).

Le second but est de vériflier la dépendance entre la
dissipation thermique et la fluorescence lorsque 1l'accepteur
Qa est partiellement réduit. Cette réduction partielle ainsi
gque le temps de recouvrement (ou de réoxydation) de cet
accepteur me donnera (en relation avec la premiére étape)
une indication du lieu principal de 1'émission. Finalement,
des inhibiteurs du transport d'électrons seront utilisés
afin de mieux comprendre la distribution et 1'utilisation de
l1'énergle selon la localisation de 1'inhibitlion. Cette étape

permettra de confirmer les résultats précédents.

Pour ces études, il est essentiel de développer un systéme
d'évaluation de la cinétique de fluorescence et de 1la
dissipation thermique. I1 est a noter que ce systéme doit
8tre congu de fagon & le rendre (dans le futur) portatif. Il
se doit d'étre le plus simple possible, mais le plus complet
pour une utilisation générale en laboratolre ou (dans le

futur) sur le terrain.
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Parallélement & ce systéme d'évaluatlion, 11 est essentiel de
développer une nouvelle technigue de séparation de 1la
fluorescence constante Fo (ou thermigque To) et de la
fluorescence variable Fv(t) (ou thermique Tw(t)) afin
ildéalement d'unifler les résultats provenant des différents
laboratoires. Cette technlque devra &tre simple, précise et
raplde pour une utilisation sur un mlcro-ordinateur, Cette
technique devra &tre vérifiée afin d'en connalitre ses

limites.

Ce systéme d'évaluatlion devra aussl 8tre supporté par un
loglicliel informatique d'acquisitlion et de traltement des
données nous donnant un bilan {le plus complet possible) de
l1'état physlologique (paramétres photosynthétiques) 4 1'alde
des cinétliques de fluorescence ou de dissipatlion thermique.
De plus, ce loglciel devra inclure différentes options de
réductlion du brult ou compensation du signal servant &

l'amélioration du traltement des données.

A partlr de ce systéme, 11 sera possible de démontrer
quelques applications des clinétiques de fluorescence et des

paramétres photosynthétiques a des études environnementales.



39

CHAPITRE 2

SYSTEME D'EVALUATION DE LA FLUORESCENCE ET DE LA DISSIPATION
THERMIQUE ET PREPARATION DES ECHANTILLONS.

2.1 Introduction

Les variations dans les réponses spatiale et angulaire des
spécimens biologiques sous illumination, se traduisent en
général par des fluctuations dans les résultats. En fait,
plus les varlations des radiations arrivant au systéme de
détection sont grandes et plus les fluctuations entre les
résultats seront prononcées. Ces variations sont
généralement dues a la forme de 1l'échantillon, a la
répartition angulaire des radiations émises ou mé&me aux
variations de l'environnement de 1l'échantillon. La solution
la plus avantageuse afin de résoudre ou de diminuer le

probléme est l'utilisation d'un systéme qui intégre le

signal provenant de toutes les parties de 1'échantillon
diminuant ainsl les varlations dues & sa forme ou a la
répartition angulaire de 1'émission du signal.

Un des grands avantages de l'utllisation d'une sphére
intégrante est la détection du signal indépendamment de la
direction ou de la localisation de 1'émission & l'intérieur
de la spheére. La conception d'un systéme d'évaluation de 1la
fluorescence temporelle et de la dissipation thermique,

nommé thermo-fluorimétre, basé sur l'utilisation d'une
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sphére intégrante s'avére donc 8tre tout désigné quand
l'évaluation de ces formes dissipatives provenant de
1'échantillon ne dolt pas &tre fonction d'une surface
spécifique mais bien provenant de la surface totale.

Une sphére creuse (deux hémisphéres), recouverte a
l'intérieur d'une couche d'un produit hautement
réfléchissant, est utilisée & cette fin. Un réflecteur placé
4 l'intérieur de la sphére est ajusté de maniére & rendre
aléatoire le parcours optique d'un photon arrivant ou émis
dans la sphére, de telle sorte que ce dernier puisse
provenir d'une position quelconque. Cette technique donne
une meilleure reproductibilité des résultats pulsque le
signal est indépendant de la position exacte de
l'échantillon & 1l'intérieur de la sphére. Cet avantage est
convoité en photosynthése puisque le signal mesuré est une
moyenne de toutes les parties de 1'échantillon, en
particullier pour les essals non-destructifs sur des
plantules entiers.

L'utilisation d'échantillons solides (plantules) et liquides
(algues, chloroplaste) sont couramment utilisés en
photosynthése. Cependant, la majorité des systémes de
mesures ou d'évaluations sont orientés vers des échantillons
soient solides ou liquides ne permettant pas une utilisation
générale. Un systéme pouvant évaluer la fluorescence et le
dégagement thermique de ces échantillons et non uniquement
de plantules serait donc d'un grand atout. L'utilisation en

photosynthése d'agents chimiques tels que des agents



41

inhibiteurs, des donneurs et accepteurs d'électrons est
devenue courante. L'addition de ces agents permet le

contrdle de 1'état 4'oxydoréduction de la chafne de
transport d'électrons durant l'évaluation de la fluorescence
et de la dissipation thermique (Lavorel et al. 1986).
L'utilisation d'un systéme informatique est donc requis pour
le calcul et la présentation complete du bilan énergétique
(de la section 1.7) ou de différents trailtements usuels tels
que le lissage des résultats par utilisation de filtres
numériques, la normalisation, etc. Aucun systéme regroupant
ces avantages et ces possibilités n'est cité dans la
littérature. Le présent chapltre expose pour la premiére
fois un tel systéme qul regroupe les principales

caractéristiques suivantes

1) L'évaluation de la fluorescence et de la dissipation
thermique d'échantillons in vitro et In vivo d'algues, de
plantes supérieures ou de fractions membranaires sous
différentes conditions expérimentales variant l'intensité de
la lumiére, la longueur d'onde de la lumiére d'excitation,
la température, 1l'humidité, la concentration 4'éléments

nutritifs, la concentration des polluants et herbicides.

2) Evaluations assistées par ordinateur et donnant un
bilan général des différents traitements et paramétres
photosynthétiques tels que:

- Evaluation des portions constantes et variables.
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- Evaluation des niveaux maximals et normalisés

- Normalisation des points et lissage des
cinétiques

- Rendement photochimique maximal

- Taux de photoréduction

- Evaluation de 1la surface complémentaire

- Evaluation du nombre et de la nature des

accepteurs secondaires du PSII

Il est aussi & noter que le systéme doit aussl &tre congu de
fagon a le rendre, dans le futur, "portatif" (Morissette et

al. 1988).

2.2 Description du thermo-fluorimétre

2.2.1 Description 4 hére int

La flgure 2.1 présente une coupe du thermo-fluorimétre
actuel et de ses composantes. La sphére est composée de deux
hémisphéres creux pouvant 8tre ouverts pour permettre
l'installation d'un systéme de mesure ou d'évaluation
gquelconque & l'intérieur de la sphére. Celle-ci est
construite de multiples couches de feullles de fibres de
verre totalisant une épaisseur d'environ 5 mm. Le diamétre
interne de la sphére est d'environ 15 cm.

Cette sphére, adaptée pour l'évaluation de la fluorescence

et de la dissipatlion thermique, peut &tre divisée en deux
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Légende de_1la Fiqure 2.1

tresse de fibres optiques

filtre infrarouge HAF-100 (compagnie Labsphére)
canal de circulation d'air

lentille de Fresnel (distance focale: 2.2 cm)
obturateur électronique

filtres d'excitation (CS 4-96 et/ou CS 3-71)
cdne de dispersion

détecteur de fluorescence (Devar #539-01-5)
filtres pour la fluorescence (CS 4-96 et CS 7-59)
détecteur thermigque (P394R, compagnie Hamamatsu)
filtre de transmission infrarouge RG780
ouverture pour échantillons solides (plantules)
éprouvette pour les mesures en solution
ouverture pour échantillons liguides

bouchon scellant

ouverture pour essails par fumlgation
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Figure 2.1

Coupe du thermo-fluorimétre et de 3es composantes. Pour

la légende, voir la page précédente.
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partles distinctes; la premlére é&tant 1l'excltatlon et 1la

seconde, la détection. La partie d'excitation est composée

d'une tresse de fibres optiques (1) de 20 mm de diamétre et
60 cm de longueur et possédant une transmission de 60%.
Cette tresse canallse une lumlére polychromatique (blanche)
jusqu'a un filtre infrarouge (HAF-100, Labsphére) (2) dont
le spectre de transmission est présenté a la figure 2.2. A
ce niveau, une circulation permanente d'alr (3) alde a
diminuer l'effet des radiations infrarouges, en particulier
sur les parois des filtres optiques. Afin de minimiser 1les
pertes de la lumiére gul entre dans la sphére, une lentille
de Fresnel (4) de 2.2 cm de distance focale est placée entre
le canal de circulation d'alr et 1l'obturateur électronique
(5) (Uniblitz, modeéle #225L) qui contr6le 1l'entrée du
faisceau de lumiére a l'intérieur de la sphére. La lumiére
est alors fliltrée & l'aide de 2 filtres optiques de couleur
(6) avant d'atteindre 1'intérieur de la sphére. Tous les
filtres peuvent &tre changés afin de varier la longueur
d'onde d'excitation des échantillons. Les longueurs d'ondes
habituellement utilisées sont dans la région du bleu et du
vert. Une lumlére bleue est obtenue par l'utilisation de
deux filtres de type Corning CS 4-96 dont le spectre de
transmission est 1llustré a la figure 2.3. La lumiére verte
est obtenue par superposition du filtre bleu (CS 4-96) et
d'un filtre Jaune de type CS 3-71 (figure 2.3).

La surface interne de la sphére est totalement recouverte de

sulfate de baryum (White reflectance coating, Kodak Chemical
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Flgure 2.2 Spectre de transmission du filtre d'absorption

infrarouge HAF-100 (compagnie Labsphére).
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Figure 2.3 Spectre de transmission des filtres

d'excitatlion Cs 4-96 et Cs 3.71.
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No 6080), une substance neutre hautement réfléchissante
entre 200 et 2000 nm. Son spectre de réflexion est présenté
& la figure 2.4. Cette substance rugqueuse permet une
réflexion presque parfaite d'un photon arrivant sur 1la
surface interne de la sphére. La rugosité du produit

permet aussi une réflexion aléatolire du photon, de telle
sorte que 1l'effet global est d'uniformiser 1l'intensité de 1la
lumiére d'excitation & 1'intérieur de la sphére.

Afin d'éviter une illumination directe de 1'échantillon et
augmenter le parcours aléatoire des photons, un c8ne de
dispersion (7) est Installé & l'entrée de 1l'ouverture
interne de 1la sphére.

L'évaluation de la fluorescence (8,9) et de la dissipation
thermique (10,11) sont falites & 1'aide de détecteurs
optiques de haute sensibilité et feront 1'objet des sections
2.2.3 et 2.2.4 de ce chapltre. Dans le cas de mesures
utilisant des plantules (pour des essais non destructifs),
une ouverture de 3 mm & la base de la sphére (12) est
utilisée pour lalsser passer la tige du plantule quli ne
devralt pas dépasser 15 cm de hauteur correspondant au
diamétre interne de la sphére. Les échantillons liquides
comme une suspension d'algues, de chloroplastes, de
thylacofdes ou une solution de membranes enrichies en PSII,
sont déposées dans une éprouvette (13) de verre ou de quartz
qui est plagée & 1'intérieur de la sphére utilisant
l'ouverture & échantillons liquides (14). Cette ouverture

est scellée 4 1l'alde d'un bouchon de caoutchouc (15) de type
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Flgure 2.4 Spectre de réflexion du sulfate de baryum
(Kodak M#6080) recouvrant la surface interne du thermo-

fluorimétre.

"Venoject" (Kimble Terumc Company). Ce bouchon permet le
passage de l'algullle d'une seringue contenant différents
agents chimlques. Dans le cas de plantules, des études
environnementales par fumigatlon sont posslbles par
l1'utillsation des ouvertures a gaz (16). Il est donc
possible d'injecter &4 1'intérieur de la sphére, un gaz et
d'étudier l'effet de ce dernier sur la photosynthése au

cours du temps.

2.2.2 Le systéme de contrdle et d'évaluation
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La figure 2.5 présente le dispositif de contrdle et
dtévaluation du thermo-fluorimétre. Il est 4 noter dans ce
montage que tous les connecteurs et cdbles électriqgues
reliant les instruments sont blindés afin de minimiser le
bruit de lignes (60Hz). La durée de l'excitation des
échantillons peut varier de quelques millisecondes (20 ms) a
plusieurs minutes. Ce temps est ajusté a 1l'aide d'un
contrdleur électronique d'obturateur (Uniblitz, #SD-1000)
(l1). Ce contrdleur déclenche 1l'ouverture de 1'obturateur
électronique (2) en 2,5 ms laissant ainsi passer la lumiére
canalisée par la tresse de fibres optiques (3) reliée a un
illuminateur (4) a double faisceaux (Labsphere, QH 300).
Afin d'éliminer le signal alternatif (60 Hz) provenant des
deux lampes tungsténes halogénes de 21 V, 150 W chacune, les
transformateurs d'alimentation des lampes ont été enlevés et
remplacés par un bloc d'alimentation variable (5) en courant
continu (Kepco ATE 3615M) perméttant la stabilité requise
pour l'évaluation en continue (sans modulation) de la
fluorescence et de la dissipation thermique des
échantillons. Cette alimentation variable permet une
illumination de 0 a plus de 35 W/m? a la surface interne de
la sphére.

L'ouverture de 1'obturateur par le contrdleur déclenche
simultanément, par impulsion électrique, l'acquisition des
données a l'aide d'un oscilloscope numérique (Scope 85,
Northwest Instrument System) a 1l'intérieur d'un ordinateur

APPLE IIe (6). Etant donné qu'aucune entrée de
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synchronisation n'est disponible sur ce type d'oscilloscope,
le canal 2 de ce dernier est utilisé pour déclencher
1'acquisition, sur le canal 1.

Le signal électrique provenant du systéme de détection de
fluorescence (7) et de dissipation thermique (8) est
amplifié (9) et filtré & 1'aide d'un amplificateur universel
(Gould, #1125S) relié au canal 1 de 1'oscilloscope.
L'évaluation de la fluorescence ou de 1la dissipation
thermique est choisie par un sélecteur (10) relié aux deux
systémes de détection et & l'amplificateur universel. Les
données acqulises par l'oscllloscope sont enreglistrées sur
disquette pour leur analyse future. Afin de permettre une
lecture directe des niveaux de tension provenant de
l'amplificateur avant la prise des mesures (pour la
calibration) et lors de l'acquisition des données, un
multimeétre (11) numérique (Radio Shack, #QH120) est relié en
permanence a la sortie de 1l'amplificateur universel. Ceci
permet l'ajustement des différents niveaux de base ou de

référence requis lors des mesures.

2.2.3 L'évaluation de 1la fluorescence

Le systéme de détection de la fluorescence (#7, figure 2.5)
est composé de filtres optiques de couleurs et d'un
détecteur optique jumelé & un préamplificateur de signal. Le
détecteur (Devar, # 539-01-5) utilisé icl esat un détecteur a

semiconducteur (photodiode) & base de silicium Jjumelé a un
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préamplificateur intégré dans le boltier du détecteur. La
réponse spectrale de ce type de détecteur est présentée & la
figure 2.6. Sa détectivité maximale se situe a 950 nm. La
sensibilité du détecteur est d'au moins 10-*° W

avec un brult équivalent (NEP) d'environ 10-*2 W pour une
bande passante de 1 Hz. Le temps de réponse & la détection
est de gquelques nanosecondes, ce qul est largement suffisant
pour le type d‘'évaluations recherché icli.

Ce détecteur convertit les radiations incidentes a sa
surface en un signal électrique proportionnel & l'intensité
des radliations. Ce signal étant trés faible, i1 est
indispensable de le préamplifier avant d'étre reg¢gu par
ltamplificateur universel. Cette préamplification diminue la
possibilité d'un bruit de ligne (en général du 60 Hz) et
permet une adaptation d'impédance entre le détecteur et
l'amplificateur.

Le systéme de préamplification du signal est 1llustré a la
figure 2.7. Il comprend un amplificateur & conversion
courant-tension et un amplificateur d4'isolation. Le signal
de sortie est un signal négatlf proportionnel a 1l'intensité
lumineuse. Etant donné qu'll existe un niveau de tension
constant 4 la jonction du détecteur et ce, méme en absence
de lumiére, un signal négatif sera toujours présent & la
sortie du systéme de détection. Afin d'éliminer ce niveau
parasite & la mesure, un signal inverse et de méme.amplitude
est ajusté au moyen de l'amplificateur universel pour donner

une ligne de base de 0 volt lorsqu'il n'y a aucune lumiére a
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Figure 2.6 Réponse spectrale du détecteur Devar #539-01-5

utilisé pour 1'évaluatlion de la fluorescence.
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utllisé pour l'évaluation de la fluorescence.



54

l'intérieur de la sphére. L'alimentation du systéme de
détection se fait & partir de 2 piles de 9 volts. Ces plles
permettent une meilleure stabilité dans le signal de sortie
du détecteur ainsi qu'un meilleur rapport signal sur bruit.
Le systéme de détection ayant une réponse de 0 & 10 KHz, les
différents signaux mesurés ne sont pas influencés par ce
type d'appareillage.

Afin d'évaluer la fluorescence de 1l'échantillon et de
diminuer l'effet de la lumiére d'excitation, une combinaison
de deux filtres optiques de couleurs (#9, figure 2.1) est
placée entre le détecteur et 1l'ouverture pour l'évaluation
de la fluorescence et est située a 1'opposé de 1'ouverture
du faisceau d'excitation. Ces filtres peuvent 8tre changés
permettant 1'étude de la fluorescence & une longueur d'onde
ou une région plus restreinte. Les filltres actuels sont de
type Corning CS 2-64 et CS 7-59 dont la transmission
lumineuse est présentée a la figure 2.8. Le spectre de
fluorescence de la chlorophylle a4 a la température de la
pléce (20-25°C) est aussi présenté sur cette figure. La
région hachurée correspond a la réglion d'évaluation de 1la
fluorescence.

Cette évaluation se fait en deux étapes, la premiére en
guelques millisecondes (20 ms) sulivie par une seconde
acquisition de 20 ms ou plus (pouvant aller & plusieurs
minutes). La premiére acquisition se fait a une fréquence de
12800 Hz et correspond a 256 points d'acquisition. Cette

premiére acquisition est utilisée a l'évaluation de 1la
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Figure 2.8 Spectres de transmission des filtres CS 2-64
et CS 7-59 utllisés pour 1l'évaluation de 1la
fluorescence. La région hachurée présente la portion
mesurée de la fluorescence a la température amblante

(tiré de Tolvonen et Vidaver 1984).

fluorescence constante Fo dont 1l'analyse fera 1'objet d'une
discusslion détaillée au chapitre 3. La seconde acquisitlion
s'effectue sur une plus grande échelle de temps mals a une
fréquence donnant toujours 256 points d'acquisition
correspondant & la capacité de balayage d'un canal de
l'oscilloscope numérique. Cette acquisitlion servira de
complément a la premiére pour la visuallsation de 1la
cinétique de fluorescence et 1'évaluation des différents

paramétres photosynthétiques. Chaque point acqulis posséde
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une précision d'une partle sur 128 quelque soit l'échelle de
mesure utilisée sur l'oscllloscope. Lors de la mesure, le
niveau Fe des cinétiques de fluorescence d'un échantillon
sans traltement est ajusté pour atteindre le centiéme point
(environ) sur les 128 possibles. Toutes les mesures avec
traltement gsont relatives par rapport & celles obtenues sans
traltement. Le programme d'acqulisition des données et de
contrdle de 1'oscilloscope numérique est donné a4 l'annexe 1

de ce travall.

2.2.4 L'évaluation de la dissipation thermique

Le systéme de détection de la dissipation thermique (#8,
figure 2.5) comprend un filtre optique (RG780) laissant
passer les radlations infrarouges, un détecteur infrarouge
(P394R) et un systéme de polarisation du détecteur. Pour une
utilisation d'un systéme (dans le futur) portatif, le

détecteur devalt posséder les caractéristiques sulvantes:

1l ) Fonctlionnement a la température ambiante (20 a 25° C).

2 ) Bonne senslibiliteé.

3 ) Temps de réponse permettant des évaluations comparables
4 celles obtenues en fluorescence soit au minimum de 20
ms .

4 ) Fonctionnement en mode continu, c'est-a-dire sans

modulation du falsceau incident au détecteur.
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La seule famille de détecteurs possédant les
caractéristiques requises sont & base de plomb, solt de

types PbS et PbSe. Ces détecteurs sont des photoconducteurs,
en particulier des photorésistances qui donnent un signal
proportionnel & 1'intensité des radiations incidentes. Le
détecteur choisi est le P394R de la compagnie Hamamatsu dont
la réponse spectrale efficace se situe entre 1000 et 3000 nm
avec un maximum de sensibilité & 2500 nm (figure 2.9). Cette
sensibilité est de l'ordre de 10-** W/cm(Hz)*”2 avec un
bruit équivalent d'environ 10-® W/Hz*"2, Ilrest a4 remarquer
gue la sensibilité et le bruit de ces détecteurs sont
fonction de la bande passante (en Hz). Plus cette bande est
large et plus le bruit sera grand. En mode continu (sans
modulation), la sensibllité du détecteur est diminuée par un
facteur entre 10 et 100 (selon les spécifications de 1la
compagnie). Le rapport signal sur bruit est alors entre 5 et
10 au minimum.

Ce type de détecteur requliert un niveau de polarisation de
trés haute stabilité. La figure 2.10 présente la
polarisation actuelle du détecteur. Ce niveau de
polarisation est fournl & partir de la sortie de
polarisation pour capteur sur l'amplificateur universel.
Afin d'évaluer uniquement l'intensité des radiations
infrarouges de plus de 800 nm, un filtre optique 1lnfrarouge
(RG780) est inséré entre 1'intérieur de la sphére et le
détecteur thermique. La transmission optique de ce détecteur

est présentée a la flgure 2.11.
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FPiqure 2.11 Spectre de transmission du filtre infrarouge
RG780 utilisé pour 1l'évaluation de la dissipation

thermique.

L'évaluation de la dissipation thermique se fait
généralement en deux étapes comme celle de la fluorescence,
c'est-a-dire une mesure sur 20 ms pour 1l'évaluation d'une
dissipation thermique constante, suivie d'une mesure sur une
plus grande échelle de temps pour 1l'évaluation des
différents paramétres photosynthétiques. La précision sur
chacun des points mesurés est égquivalente a celle de 1la
fluorescence.

Afin de s'assurer gque le systeéme de détection était sensible
a4 la variation thermique, des échantillons d'eau distillée

et déminéralisée, comme témoins non-fluorescents (vérifiés &
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1'aide du fluorimétre intégral), a différentes températures
furent utilisés. En présence d'eau chaude (25°C), le signal
provenant du systéme d'amplification augmentait
considérablement par rapport au témoin (a une température de
20=C). En présence d'eau froide (15<C), le signal diminuait
du méme écart qu'en présence d'eau chaude. Cette expérience
simple démontre donc la fiabilité du systéme de détection
pour la mesure en infrarouge.

Il est a noter que plusieurs problémes sont présents en
spectroscopie infrarouge temporelle. Le premier est dd a ce
que les mesures sont faites a la température ambiante. En
fait, a cette température, toutes les surfaces émettent des
radiations infrarouges, de telle sorte que le signal du
détecteur, m&me en absence de lumiére, a tendance a dériver
dans le temps. Ce probléme peut &tre résolu partiellement
par un circuit électronique qui maintient un niveau continu
de la ligne de base pendant la mesure. Cependant, cette
ligne de base est maintenue constante par l1'utillisation
d'une capacité qui agit comme filtre passe haut, c'est-a-
dire qul élimine les variations lentes du signal. Cette
fagon de procéder limite l'acquisition a guelques secondes
{environ 3 s pour la majorité des dispositifs), ce qui est
trop court pour nos évaluations de dissipation thermique. De
plus, les varlations lentes du signal de fluorescence seront
éliminées par la capacité du filtre, ce qui modifie les
mesures et les évaluations. La solution la plus simple mais

efficace quelque soit le temps d'acquisition est la
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compensation informatique du signal, c'est-a-dire la
soustraction de la dérive, du signal acquis (Figure 2.12).
Cette procédure est couramment utilisée en spectroscopie
infrarouge. Elle consiste premiérement a falre l'acquisition
de la dérive temporelle du signal (Flgure 2.12, courbe a) et
de soustralre cette dérive du signal provenant de
lt*échantillon (Figure 2.12, courbe b). Le résultat sera donc
le signal désiré sans la dérive (Figure 2.12, courbe c).
Cecl suppose que la dérive subie la méme varlation en

absence et en présence de l1l'échantillon.

Le second probléme est la présence d'eau dans les
échantlillons. Ce probléme est d'envergure en photosynthése
pulsque tous les échantillons possédent une grande quantité
d'eau. De plus, la dissipation thermigue provenant des
réactions photochimiques de la photosynthése, peut é&tre
absorbée par l'eau du milieu de culture dans le cas d'algues
microscopiques. L'eau absorbe les radlations principalement
4 2900 nm se slituant exactement dans la région efficace du
détecteur. Cependant, 1l'absorption due a la présence 4'eau
est constante dans les mé&mes conditions de mesures. Donc la
présence d'eau ne fera que diminuer l'amplitude des
cinétiques observées mals préservera la forme et les
caractéristiques en présence d'agents inhibiteurs. Les
mesures n'étant que relatives, les résultats obtenus seront
valables & une constante prés.

Un autre probléme rejoint les deux précédents, par le fait
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que la couche de sulfate de baryum et les filtres optiques
ne sont pas parfalts. Lors de l'illumination, un niveau de
fond (d0 aux radiatlions infrarouges) important est généré a
l'intérleur de la sphére. Ce nlveau provient de la
réémission des radiations par la surface interne et les
Eiltres optigques. Ce slignal diminue en présence d'eau et
varle en fonction de sa température. Il est donc icl
important de calibrer correctement le systéme avant de
prendre les mesures afin de compenser l'effet de

l'absorption de l'eau.
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Cette callbration se falt en présence d'une quantité définie
d'eau & une température donnée. Cette température est celle
du spécimen étudié. Dans le cas de plantules, la température
est généralement entre 20 et 25°C et dans le cas d'algues
microscopiques, entre 18 et 20°C correspondant au milieu de
croissance des algues. La quantité d'eau utilisée lors de la
callibration correspond, pour les algues, & celle de
l1'échantillon. Pour les plantules, une quantité d'environ 5
ml est suffisante. Dans ce cas, la quantité d'eau du
plantule est négligeable par rapport & la calibration. L'eau
du plantule n'a donc pas un effet important sur cette
mesure.

La mesure se falt en deux étapes, la premiére étant 1la
calibration et la seconde, la mesure avec 1'échantillon. On
il1lumine premiérement 1'intérieur de la sphére pour obtenir
le niveau de base en présence de 1l'eau de référence. Cette
ligne de base est ramenée 4 0 volt par l'amplificateur
universel. Aprés fermeture de 1l'obturateur, le niveau obtenu
au multimétre numérique devient le niveau de la référence
pour la mesure. Il suffit malntenant de placer 1'échantillon
4 1'intérieur de la sphére et de prendre la mesure comme en
fluorescence, en prenant soin d'ajuster la ligne de base
(avant la mesure) au mZme niveau lu au multimétre numérique
aprés fermeture de l'obturateur électronique lors de la
calibration. L'ajustement du niveau Fp est obtenu de la méme

fagon gque pour les mesures de fluorescence. Toutes les
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mesures sont relatives par rapport & l'échantillon sans
traitement.

Il est a noter que cette calibration doit se faire A&
plusieurs reprises puisque la ligne de base dérive dans le
temps. De plus, pour la mesure avec un plantule, 1l'eau de
référence est en permanence dans la sphére. Pour des temps
d'acquisition de plus de 2 s, la dérive du signal devient
importante et doit &tre enlevée du signal acquis. Dans 1le
cas de temps de mesure inférieur a 2 s, la dérive est
généralement négligeable par rapport au signal et
n*intervient pas lors de l'analyse. Cette limite est
cependant relative puisque 1la dérive est fonction de
l'environnement (température) immédiat du détecteur. I1 est
donc probable & certalnes occasions que la dérive (pour des

acqulisitions inférleures a 2 s) soit a considérer.

2.3 L'analyse des données par le logiciel de traitement

Aprés la prise des mesures, les données sont traitées avant
d'établir le bilan énergétique général des échantillons
étudiés. Ce bilan est établi en se basant sur les différents
paramétres présentés dans la section 1.7 de ce travail.
C'est par 1l'utilisation d'un logiciel de traitement qu'il
est possible d'analyser les données et d'évaluer ces
paramétres. Ce logiciel a été développé pour le thermo-
fluorimétre actuel et peut &tre utilisé pour les données de

fluorescence ou de dissipation thermique. Ce logicliel donné
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en annexe 2 est écrit en langage BASIC et fonctlonne sur le
APPLE Ile. Les différents paramétres et traltements

possibles (Morissette et al. 1988) sont disponibles sous
forme d'un menu. La premiére partie du menu est sous la

forme sulivante:

Kkkkkkkhkhkkhkkhkkkkkkkkrtkk*

MENU PRINCIPAL

TR RIS SRR RS RS R

Cholsir une option

<1> Lecture des données
<2> Calcul des niveaux Fo
<3> F(t)-Fo

<4> Lissage des courbes
<5> Paramétres calculés
<6> Graphiques

<T> Max. et surface vivo
<8> Moins dérive

<0> autres

Choix ? _

Cette section du menu est d'ordre général. Elle est utilisée

pour des pré-traltements des clnétiques acqulises, c'est-a-

dire soustraction de la dérive, lissage, impression
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graphique ou autres. Elle comprend aussi les sous-programmes
utilisés pour 1l'évaluation des paramétres photosynthétiques

en absence de DCMU (volr section 1.7).

L'option <1> fait 1la lecture des données acquises et les
enregistre sur disquette. Toutes les données (sauf celles
provenant de la dérive du signal thermique) doivent &tre
lues par cette option avant qu'une analyse guelconque soit
faite. Cette option ajuste automatiquement le niveau de base
des cinétiques. En fait, si l'utilisateur n'a pas ajusté
convenablement la ligne de base lors des mesures, cette
option compensera le signal pour obtenir une ligne de base

de 0 volt.

L'option <2> évalue les niveaux constants Fo et To des
cinétiques obtenues sur 20 ms (Morissette et Popovic 1987)
et lues par 1l'option <1>. Cette évaluation étant un des buts
de ce travail, elle fera l'objet d'une analyse détaillée au

chapitre 3.

L'option <3> sépare la portion variable des cinétiques
acquises, par la soustraction de la portion constante Fo.
Cette soustraction est basée sur la relation 1.10. Dans le
cas ol l'utilisateur n'a pas évalué la portion constante a
l'option <2>, son niveau est demandé pour procéder a la

séparation.
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L'option <4> diminue le bruit des cinétiques par un lissage
a4 point flottant utilisant la méthode de convolution. Le
lissage est rendu optimum par la méthode des moindres carrés
pondérés, c'est-a-dire en donnant un polds statistique sur
chaque point convolué (Savitzky et Golay 1964). La largeur
de la bande de convolution est de 5 ou 9 points (2 ou 4
points de chaque c®té du point lissé). Cette technique est
particuliérement utilisée en spectroscople (4 cause de son
efficacité et de sa rapidité d'exécution) et diminue le
bruit sur les données par plus de 50% (Savitzky et Golay
1964). |

L'option <5> donne le résumé du bilan global obtenu par les
différentes options du logiciel. Cette option peut 2atre
demandée en tout temps lors de 1l'analyse et donne le résumé
de toutes les étapes faltes par l'utlilisateur et des

résultats obtenus.

L'option <6> trace a l'écran ou sur imprimante les
différentes cinétiques des fichiers de données. Si 1l'usager
a utilisé au préalable 1l'option <3>, les sorties résultantes

seront les composantes variables des cinétiques.

L'option <7> évalue le maximum (Fs ou Fu et To ou Tw) et
l'aire complémentaire au-dessus des cinétiques nonFtraitées
au DCMU ou autres agents isolant le photosystéme II. Cette

alre complémentaire correspond géométriguement 4 la surface
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au-dessus de la courbe de fluorescence entre les niveaux 0
et P délimités par 1'axe vertical au temps t=0 et 1'axe
horizontal correspondant au niveau Fe (Te) ou Fu (Twm). Cette
surface serait un indicateur fiable de la phytotoxicité
d'une vaste gamme de polluants (Samson 1989, Samson et
Popovic 1988, Samson et al. 1988, Beauregard 1988)
puisqu'elle est proportionnelle a la capaclté photochimlique
du PSII (Lavorel et al. 1986, Malkin et al. 1981, Mells et
Schrelber 1979). Les niveaux 0O ont été évalués a l'option

<2> ou introduits directement & cette étape.

La dernlére option <8> de cette partie du menu est utilisée
uniguement avec les évaluations de la dissipation thermigque.
Cette option soustrailt la dérive thermique (lue & partir de
cette option) des fichiers lus a 1'option <1>. De fagon
générale, cette option est utilisée immédlatement aprés

l'option de lecture des données thermiques.

La seconde partie du menu est affiché par la demande de

l'option <0> et apparalt comme suit:

<10> Soustraction du Fe avec DCMU
<11> Max. et surface DCMU

<12> Norm. et Mult. DCMU

<13> Calcul du Ln (Fww-Ft)

<l4> RC Alpha et Beta
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<15> RC Alpha

<16> Delta A Vs F(t) DCMU

Choix ? _

Cette seconde partie du menu est utilisée pour 1l'évaluation
des différents paramétres photosynthétiques avec traitement
au DCMU ou autres composés isolant le photosystéme II.
L'option <10> est, comme dans le menu précédent, la premiére
étape d'un traitement. Elle consiste simplement a la
soustraction de la portion constante Fo ou To des cinétiques
avec DCMU. Cette étape est trés importante pulsque cette
soustractlion sépare la composante variable des cinétiques.
L'utilisateur doit donc passer par cette optlon avant
1'évaluation de toute autre option de cette seconde partie

du menu.

L'option <11> calcule le maximum et la surface des
cinétiques avec traitement au DCMU basée sur la relation
1.14. Cette surface correspond géométriquement a 1l'aire
complémentaire au-dessus des cinétiques entre les niveaux Fo
(To) et Fuax (Tmax) délimités sur 1l'axe vertlcal au temps
t=0 et 1'axe horizontal correspondant au maximum de la
cinétique. Ce maximum est évalué par balayage et lissage

pondéré utilisant la méthode de l'optian <4>.
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L'option <12> fait la normalisation des cinétiques par
rapport au niveau Fe d'une cinétique de base (sans
traitement) ou d'un niveau Fe (maximum de 128) fixé par
l'utilisateur. Ce type de traltement est quelquefois utlle
pour des comparaisons visuelles des niveaux de fluorescence
(Griffith et al. 1984) ou de dissipation thermique et est
utilisé conjointement 4 1l'option d'impression (graphique)

des cinétiques.

L'option <13> évalue le taux de photoréduction des
accepteurs primaires d'électrons du photosystéme II et est
basée sur la relation 1.13. Ce taux correspond & la charge
de travail maximal pouvant &tre supportée par le
photosystéme II en nombre de photons utilisés par unité de
temps (Samson et al. 1988, Mandorl et Melis 1986). En
émettant 1'hypothése qu'un seul photon entraine la réduction
d'un accepteur d'électrons, ce taux correspond au nombre de
séparation de charges par unité de temps en lumiére
continue. Cette option posséde son propre sous-programme

d'impression graphique.

Les options <14> et <15> sont utilisées conjointement pour
l1'évaluation de 1'hétérogénéité des centres réactionnels du
photosystéme II (Samson 1989, Beauregard 1988, Melis et
Homann 1975). Cette hétérogénéité est évaluée par 1l'analyse
de ltaccroissement de la surface complémentaire. Elle permet

1'évaluation de la proportion des centres réactionnels de
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type PSIIa et PSIIB correspondant a la variation des
dimensions des complexes capteurs de lumiére entre ces deux
types de centres réactlionnels. L'option <14> évalue le
logarithme de l'accrolssement de la surface complémentaire
permettant le calcul du taux d'énergle d'excitation (vitesse
de fermeture) canalisé par le complexe PSIIB et de sa
proportion (Owens 1986). L'option <15> utilise les résultats
de 1l'option précédente pour isoler le taux et la
contribution des centres PSIIa (Sinclair et Spence 1988).
Ces options possédent leurs propres sous-programmes

d'impression graphique.

L'option 16> évalue l'accroissement de la surface
complémentaire en relation & l'accroissement des cinétiques
dans le temps. Cette analyse permet 1'évaluation de la
coopérativité du transfert de 1'énergie entre les centres
réactionnels et est basée sur une théorie écrite par Butler
(1980). Cette option est moins utilisée mais offre des
informations supplémentaires sur la distribution de
l'énerglie lorsque l'appareil photosynthétique est en
condition de stress (Griffith et al. 1984, Hodges et Barber

1983).

2.4 Les échantillons
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Les é&chantillons utilisés pour les évaluatlions de l'activité
photosynthétique sont des plantules d'orge, des thylacoldes

d'orge ou du phytoplancton.

2.4.1 Culture et préparatlion des algues

Les algues punaliella tertiolecta sont des algues vertes
unicellulaires (Aoki et al. 198B6). Ces algues ne contiennent
gu'un seul chloroplaste dont le volume correspond a environ
50% du volume de la cellule, Les cellules sont séparées du
milieu externe par une membrane plasmique. Ces algues ne
contlennent pas de membranes cellulosiques. Elles
proviennent de la "North East Paclfic Culture Collectlon”™ de
l'université de la Colombie-Britannique & Vancouver. Elles
sont cultivées dans le milieu de culture de Harrison et al.
(1980) avec addition de 10mM du tampon HEPES qui maintient
le pH de la culture & environ 7.5. La culture est gardée
sous 1llumination de 10 w/m* provenant de tubes fluorescents
{ de type Gro et Sho).

Pour les expérlences, les algues sont récoltées aprés quatre
Jours de crolssance., L'lsolatlon des algues se falt par
centrlifugation pendant 5 minutes & 3000g. Le culot recuelilll
est resuspendu et lavé deux fols dans un milieu de culture
frals ne contenant pas de vitamine ni de micro-élément afin
d'éviter 1'interaction de ces éléments avec les produits de

traltement. La teneur en chlorophylle totale est déterminée
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dans l'acétone & 80% utilisant la méthode de Straln et al.
(1972).

Le systéme d'évaluation actuel donne des résultats flables
pour des concentrations minimales en chlorophylle totale de
1.5 pg chl/ml pour la fluorescence et de 15 Mg chl/ml pour
les mesures de dissipation thermique. Dans la majorité des
expériences d'évaluation de la fluorescence, la
concentration en chlorophylle totale est ajustée 4 environ 7
Hg chl/ml. Dans le cas des évaluations de la dilsslpation
thermlique, la concentration totale est d'environ 25 Jg

chl/ml,.

2.4.2 Culture de 1'orgqe et préparation des thylacolides.

Les gralns d'orge utilisés proviennent d'un producteur local
de semences. Les gralns sont stérilisés avec du peroxyde
d'hydrogéne a 3% pendant 15 mlnutes avant d'2tre semés dans
des bacs contenant de la vermiculite. Ces bacs sont placés
dans une chambre de crolssance a une température entre 22 et
24=C sous une {llumination provenant de lampes au sodium &
haute presslon. Les plantules sont arrosés gquotidiennement
avec de l'eau du robinet et gardés pendant huit jours dans
la chambre de croissance.

L'isolation des chloroplastes est basée sur la méthode de
Walker (1971) en utllisant les sclutions de Deng et Mells
(1986) sauf pour le milieu de resuspension. Les plantules

sont lavés et coupés en gardant 1la partle supérleure du
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plantule (environ huit centimétres de long pour huit Jjours
de crolssance). Cette partie est coupée en morceaux et
mélangée dans 250 ml d'une solutlon de broyage (volr tableau
2.1) a une température de 0=C. Ce mélange est broyé
rapldement et filtreée 4 1'aide d'un premier flltre & pores de
1 mm, pour enlever les gros résidus des feuilles, et d'un
second a pores de 25 Hum. Le filtrat est rapldement
centrifugé a 30009 pendant 5 minutes. Le culot recueilli,
contenant les chloroplastes, est resuspendu dans un milieu
de lavage ne contenant pas de sucrose (volr tableau 2.1). Ce
milleu brise, par choc osmotique, l'enveloppe des
chloroplastes en libérant le stroma et les membranes des
thylacoldes. Cette suspension est centrigugée pendant 5
minutes a 5000g. Le culot recueilli et contenant les
thylacoldes est resuspendu dans une solutlion de conservation
{volr tableau 2.1). Les thylacoldes sont conservés i une
température de -130°C avant leur utlillisation.

Trente minutes avant ;es traltements, les thylacoldes sont
dégelés sur de la glace. La concentration en chlorophylle
totale est ajustée par la méthode de Strain et al. (1972) en
utilisant le milieu de resuspension (voir tableau 2.1)

(Beauregard 1988).
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Tableau 2.1

Composition chimique des solutions

d'extraction, de conservation et de resuspension des

thylacoides.

Milleu de broyage

Milieu de lavage

Milieu de conservation

Milieu de resuspension

Tricine-NaOH (pH 7.8)..... 50 mM
SUCYOSE@.. i veeeeveennsnnons 400 mM
NaCl.......coveivevvenenns 10 mM
MgCla....vvveevveneennnnen 5 mM
Tricine-NaOH (pH 7.8)..... 20 mM
NaCl.....ooeevvoeoescosncas 10 mM
MgCla..ooveeereenennnooons 5 mM
HEPES-NaOH (pH 7.5)....... 20 mM
Sucrose........... e 400 mM
NaCl.......coverveneenenns 10 mM
Ethyléne-glycol........... 30 % v/v
HEPES-NaOH (pH 7.5)....... 20 mM
SUCLOSE. .. ivvrrsrnonnnones 100 mM
NaCl......iorieveeneceannss 10 mM
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3.1 Introduction

Sous i1llumination, aprés une période d'adaptation au noir,
les algues et les plantes supérlieures montrent des
variations de la fluorescence gu'on nomme effet Kautsky
(volr section 1.6.1). Ces varlations sont la superposition
de deux composantes dont 1l'une est constante (Fo) et 1l'autre
varlable (Fv). Fo n'est pas fonction du transport
d'électrons. L'étude des réactions photochimiques aprés la
séparation de charges nécessite donc 1'lsolatlion de 1la
fluorescence constante des cinétliques de fluorescence
mesurées.

De fagon générale, les cinétigues de fluorescence sur
quelques millisecondes sont prilses avec une lnstrumentation
utilisant des obturateurs électronigues gul contrélent le
temps d'illumination du spécimen étudié. La plupart de ces
obturateurs s'ouvrent en 2 4 3 millisecondes. Certains
possédent un diaphragme pouvant diminuer le temps
d'ouverture mais impligque aussi une diminution de
l'intensité lumineuse. L'utilisateur a donc le cholx entre
le temps d'ouverture et 1l'intensité lumineuse. Durant

l'ouverture de 1'obturateur, 11 est impossible de distlnguer
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entre les deux composantes de la cinétique de fluorescence.
Hablituellement, les techniques d'évaluation de 1la
fluorescence constante a partir des cinétiques totales
utilisaient des extrapolations linéaires sur les 10 a 15
premiéres millisecondes aprés que l'obturateur soit
pleinement ouvert (Malkin et al. 1978, Toivonen et al.
1984). Or, il a été rapporté par Butler en 1975 que durant
cette période, les cinétiques de fluorescence n'étaient pas
linéaires mais possédaient une certaine courbure plus ou
moins prononcée, et qui était fonction de 1l'intensiteé
lumineuse et des différents traitements utilisés. Une
mauvalse évaluation de la fluorescence constante par
extrapolation linéaire sur cette courbure peut donc
entrainer de trés grandes variations sur la composante
variable du signal et contribuer a d'énormes erreurs sur
l'évaluation des paramétres photosynthétiques introduits a
la section 1.7.

Le thermo-fluorimétre présenté a la section 2.2 utilise 1lul
aussl un obturateur électronique dont le temps d'ouverture
est de 2.5 ms. Il a donc été important de développer une
houvelle méthode de séparation de la fluorescence constante
Fo a partir des cinétiques de fluorescence ou de dissipation

thermique sur les premiéres 20 ms d'acquisition.

3.2 Matériel et méthodes
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La culture et la préparation des alques vertes Dunallella
tertiolecta et des thylacoldes d'orge sont décrites a 1la
section 2.4 (chapitre 2). Les cinétiques d'induction de
fluorescence ont été mesurées par le thermo-fluorimétre
décrit & la section 2.2. Les différents paramétres
photosynthétiques ont été évalués en utilisant le logiciel
de traitement décrit & la section 2.3 et basé sur les
relations des paramétres photosynthétiques de la section 1.7
(chapitre 1). Les additifs utlilisés dans les expériences de

ce chapitre sont ajoutés 1 min. avant la mesure.

3.3 Résultats et discussion

La fiqure 3.la présente une acquisition typique d'une
cinétique de fluorescence sur 20 ms chez l'algue verte
Dunallella tertiolecta avec une illumination constante de
3.5 mW/cm2. Le trait hachuré (deux premiéres millisecondes)
correspond au temps d'ouverture de 1l'obturateur
électronique. Dans cette région, les composantes constante
et variable des cinétiques sont superposées. Il est a
remarquer gque le systéme d'amplification du signal
n'influence pas les cinétiques observées pulisque ce systéme
posséde une bande passante plus large que le temps
d'ouverture de 1l'obturateur électronique (voir chapitre 2).
Le niveau Fo représente la fluorescence constante extrapolée
a partir de l'ouverture compléte de l'obturateur

électronique (niveau Fa) jusqu'au début de 1l'ouverture de
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l'obturateur électronique. Cette extrapolation est basée sur
une technique de régression utilisant la méthode des
moindres carrés (Scherrer 1984, Gerald et Wheatley 1985).
L'hypothése émise afin d'utiliser cette technique est que le
bruit et l'erreur sur la mesure de la cinétique de
tluorescence ou de dissipation thermique dans le temps,
ainsi que la déviation par rapport & la forme théorique de
l'éguation utilisée, possédaient une variance égale pour
chacun des points acquis.

I1 est ici trés important de souligner que le but n'est

pas d'évaluer la relation exacte de l'accroissement des
cinétiques de fluorescence, mais d'évaluer le plus preés
possible, la fluorescence constante Fo et ce, en un temps de
calcul raisonnable pour un ordinateur de type APPLE IIe. Il
est a4 noter que la précision du Fo serait accrue s'il
existait une relation théorique de 1'évolution temporelle du
début des cinétiques et tenant compte des différents
traitements possibles (Renger et Schulze 1985), mais cette
relation n'est pas encore trés bien définie et demande un
temps de calcul trop long pour son évaluation. De plus, les
relations existantes demandent trop de paramétres ne pouvant
8tre évalués facilement & partir des résultats de
fluorescence varliable.

Compte tenu de cette limitation et de la forme de la
cinétique obtenue, celle-ci peut étre approximée par une

fonction de puissance:
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F(t.) = Fo ta.® (3.1)

ol F(t.) représente la fluorescence dans le temps t.. Ce
temps est définl par la relatlon "Kt+1l" ou t représente le
temps d'acqulsition réel en secondes et K, la constante de
proportionnalité. Cette constante est le rapport du nombre
total de points acquis (256 points) sur le temps
d'acquisition, soit de 20 ms. B représente le facteur de
crolssance de la clinétique. Plus la courbure est prononcée
et plus cette valeur sera élevée. La méthode d'extrapolation
utilisée est basée sur une régression linéaire utilisant les
moindres carrés. Cette technique ne peut &tre utilisée que
sur des relations linéaires ou linéarisables.

Afin de linéariser les points acquis, les transformatlons

sulvantes sont utilisées:

F'(t') = Ln F(ta) (3.2)
t' = Ln ta (3.3)
Fo!' = Ln Fo (3.4)
B' = B (3.5)

La cinétique de fluorescence ou de dissipation thermique
pour les premliéres millisecondes suivant 1l'ouverture
compléte de 1'obturateur, peut maintenant &tre approximée

par:
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F'(t') = Fe' + B' t! (3.6)

ol F'(t'), Fo', t' et B' sont les paramétres linédarisés
ayant le mé&me sens que pour F(t.), Fo, t et B
respectivement. La figure 3.1b présente la transformation
linéaire de la clnétique de fluorescence obtenue a la figure
3.1a,

Au début de 1l'ouverture de l'obturateur électronigue, les
polnts llnéarlsés sont caractérisés par l'lntercepte Fo' et
la pente B'. Utlillsant cette pente et le point Fa', la
drolte obtenue par linéarisatlon des polnts expérimentaux
est extrapolée sur un temps At', correspondant au temps
d'ouverture de l'obturateur électronique. Au début de
l'ouverture de 1l'obturateur, le point Fo' correspond au
logarithme de Fo, la fluorescence constante cherchée sera
donc 1'inverse de la transformatlion, solt l'exponentiel de
Fo' (Fo = Exp Fo'). La courbe en pointillé de la flgure 3.1a
présente cette transformation, L'erreur de la régqgression du
Fo, obtenue & partlr de cette nouvelle technlgue, est en
général de 2% ou moins. L'erreur résultante sur la valeur du
Fe est au maximum 10% (évaluée & partir des déviatlons
standards).

La figure 3.2 présente des résultats de deux niveaux de
fluorescence constante Fo, évalués A partir d'une régression
linéalre (Foaz et Foa) en comparalson &4 un résultat (Foa)

obtenu 4 1'alde de la nouvelle technligue Introdulte dans ce
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Figure 3.2 Evaluatlon de la fluorescence constante Fo
sulvant trols méthodes d'extrapolation. Foui:
extrapolation utllisant une fonction de pulssance. Foz
et Foa: extrapolations linéalres sur 2 et 10 ms

respectivement.

chapitre. Les valeurs de Foz2=20.7 et Fo2=29.3 ont été
évaluées sur les 2 et 10 premiéres milllsecondes
respectivement, aprés 1'ouverture compléte de 1'obturateur
{niveau Fe de la figure 3.1a). La valeur Foi1=16.1 est
&valuée en utllisant tous les points expérimentaux de la
cinétigue de fluorescence. On peut remarguer gue les valeurs
de Foz et Foa dlfférent par 22% et 45% respectivement de 1la
valeur calculée Foai. Il est donc évident ici que les cholx
de la méthode d'évaluation et des bornes du calcul

influencent beaucoup les wvaleurs obtenues.

La figure 3.3 présente les conséquences sur la fluorescence
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Figure 3.3 Conséquence de 1'évaluation de Fo sur les

valeurs de Fv et Fu évalué au niveau Fe. Volr le texte

pour plus de détall.

variable Fv et sur la fluorescence normallisée Fu (évaluées
au niveau Fe) des résultats obtenus & la figure 3.2. On
remargue un écart de 8% et 22% entre les nlveaux de
fluorescence variable Fvz et Fva respectivement, par rapport
au résultat Fva. Cet écart est beaucoup plus prononcé dans
le cas des fluorescences normallsées, solt de 22% pour Fua

et 57% pour Fua en comparalson & Fua.

Les résultats présentés ci-haut justifient donc 1l'lmportance
d'une bonne évaluation du Fo et de l'utilisation de la
méthode de régression par les moindres carrés appliquée sur
une fonctlon de pulssance, comparativement aux anciennes
méthodes d'extrapolation linéalre. Cette méthode a

l'avantage d'etre plus précise puiqu'elle tient compte de
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tous les points expérimentaux, donc de la forme réelle du
début de la cinétique. Elle permet aussi une meilleure
comparalson entre les résultats provenant de différents
laboratolires.

Cependant, sulvant les condltions expérimentales telles
l'intenslté de la lumlére d'excltatlon, la longueur d'onde,
l'utilisation d'accepteurs d'électrons artificlels ou d'un
temps de préllluminatlion des échantlllons, les clnétiques
sur les premiéres millisecondes n'auront pas la méme
progression (8atoh et Katoh 1981, Munday et Govindjee
1969)). Etant donné que la méthode introdulte utilise tous
les polnts expérimentaux de la clnétlique, la valeur calculée
sera fonctlon de la courbure, et donc des conditions
expérimentales. Afin de vérifler la valldité et la
reproductibllité des niveaux de fluorescence constante
estimés avec la nouvelle méthode, dlfférents accepteurs
d'électrons sont utilisés pour changer la progression des
cinétiques de fluorescence. En fait, sl en présence
d'additifs le niveau Fo, extrapolé & partir de la méthode
présentée, ne varle pas, ce nlveau est considéré comme étant

la vrale fluorescence constante Fo (Cao et Govindjee 1990).

Les flgures 3.4a, b et c présentent des cinétiques
d'inductlion de fluorescence obtenues a partir de

thylacoldes d'orge en présence de différentes concentrations
des accepteurs d'électrons 1-4 benzoqulnone (BQ),

ferricyanure de potassium (FeCN) et méthyl viologéne (Mv).
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Comme on peut le constater sur les flgures, 1l'augmentation
de la concentration des accepteurs d'électrons entralne une
diminution des niveaux des cinétiques de fluorescence dans
le temps. Ces diminutions des niveaux de fluorescence
résultent d'une plus faible accumulation d'accepteurs
réduits au niveau du photosystéme II et entrafnent ainsi une
variation de la progression initiale des cinétiques de
fluorescence.

La figure 3.44 présente les valeurs numériques relatives de
la fluorescence constante et de la fluorescence variable
obtenues des figures 3.4a, b et c. Comme on peut le
constater, une dimlinution des niveaux de fluorescence
variable n'entraine aucune diminution de la fluorescence
constante évaluée a partir de la méthode présentée. Cecl
indigue gue lorsque les échantillons sont préalablement
adaptés au noir, cette méthode donne des résultats fiables
et reproductibles de la fluorescence constante en présence

des différents accepteurs d'électrons.

Il est connu qu'une réduction partielle de l'accepteur
d'électron Qa entralne une montée rapide des cinétiques de
fluorescence (Papageorgiou 1975). Il est donc important ici
de connalitre les limites de la technique et de son
utilisation lorsque l'accepteur Qa est partiellement réduit.
Cette réduction partielle est obtenue par préillumination
des échantillons durant une période de temps déterminée. La

figure 3.5 présente les résultats numériques relatifs des
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Figure 3.5 Evaluation des niveaux Fo apparents 10 ms
aprés préillmination de l'algue verte Dunaliella
tertiolecta (durant .5 s) et des thylacoides d'orges

({durant 2 s, en absence ou en présence de FeCN).
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nilveaux de fluorescence constante "apparents" évalués 10 ms
aprés différents temps de préillumination sur des algues

vertes et des thylacoldes d'orge (en absence et en présence

de FeCN). Comme on peut le constater, les valeurs des
niveaux de fluorescence constante obtenues aprés
prélllumination augmentent en sulvant la m2me forme gue les
cinétliques de fluorescence sans traitement.

On peut donc conclure, & partir de ces résultats, que la
méthode utilisée est limitée par la réduction partlelle de
l'accepteur Qa et qu'il est nécessalre, mEme aprés
prélllumlnation, de réadapter au nolr les échantlllons avant
de procéder a une nouvelle évaluatlon des niveaux de
fluorescence constante.

La flgure 3.6 présente le temps de recouvrement des niveaux
Fo "apparents", aprés prélilluminatlion des algues vertes et
des thylacoldes d'orge. Les niveaux Fo sont évalués a
différents temps entre la f£in de la période de
préillumination et la mesure. Le temps de préilllumination a
été choisl afin d'obtenir une réductlon compléte des
accepteurs Qa, solt de 500 ms pour les algues vertes et de 2
s pour les thylacoldes d'orge (non montré sur la figure).
Comme indiqué a la figure 3.6, les temps de recouvrement des
niveaux sont de 10 s dans le cas des algues et de 90 s dans
le cas des thylacoldes. Seulement aprés cette période de
réadaptation au noir, lorsque les accepteurs d'électrons Qa
sont totalement réoxydés, la méthode présente donne des

résultats reproductibles de la fluorescence constante Fo.
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Flgure 3.6 Temps de recouvrement des nlveaux Fo aprés
préillumination de 1'algue verte Dunaliella tertiolecta
(durant .5 s ) et des thylacoides d'orge (durant 2 s, en
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secondes. Volr le texte pour plus de détails.
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CHAPI
DISSIPATION DE L'ENERGIE VIA FLUORESCENCE ET DISSIPATION
THERMIQUE

4.1 Introduction

Comme i1 a été introduit au chapitre 1, 1'énergie lumineuse
qul a été absorbée par les pigments photosynthétiques
(chlorophylles et caroténoides) éléve ces molécules a un
état excité (Gregory 1989). L'énergle que posséde les
molécules est généralement transférée a d'autres molécules
avolsinantes pour atteindre les centres réactionnels. Elle
est alors utlilisée pour la photosynthése ou émise sous forme
de fluorescence et de dissipation non radiative causant une
émission thermique.

Il est connu que la réémission de 1'énerglie sous forme de
fluorescence provient principalement du transfert de
l'énergle entre les pilgments et de la perte d'électron au
niveau du centre réactionnel par recombinaison de charges.
On suppose que la dissipation d'énergie sous forme thermique
proviendrait aussi des m&mes phénoménes (Papageorgiou 1975,
Kanstad et al1. 1983, Buschmann et Prehn 1984, Buschmann et

al. 1986, Carpentier et al. 1989)

Lorsgu'un échantillon (photosynthétique) est illuminé apreés

une période d'adaptation au noir, la fluorescence et la
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dissipation thermique décrolssent en fonctlion du temps.
Aprés 3 a4 5 minutes, guand l1'état stationnalre est atteint,
ces formes dissipatives sont minimales (Buschmann et al.
1984). Par opposition, la fluorescence et la dissipation
thermique sont maximales lorsque le rendement en
photosynthése est minimal et ce, pour la méme énergle

absorbée (Kanstad et al. 1983).

Le rendement quantique de la dissipation de 1'énergie sous
forme thermigque (chaleur) a été définl au chapitre 1 comme
étant égal 4 (Strasser et Reto 1986):

ka

bo = (4.1)
ka + ke + ke

o ke, ke, et ks représentent les constantes de vitesse des

processus thermique, de fluorescence et de photochimie

respectivement. L'intensité émise sous forme de dissipation

thermique étant fonctlion du rendement gquantigque et de

l1'intensité lumineuse absorbée, on peut écrlire la relation:
ka

C=19% =1 (4.2)
ke + ke + ke

o "I" est 1'intensité de la lumiére absorbée. Sachant que
la dissipation d'énergle sous forme thermigque est llée
étroitement 4 la fluorescence (Munday et Govindjee 1969), i1l

est malntenant possible d'écrire:
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kw
C=cF=c11d%e = I (4.3)
ka + ke + kg

et utilisant les relations 4.2 et 4.3:

Ke
P = C ¢y = dp (4.4)
ke

ol ¢ est le facteur de proportionnallté entre C et F et est

égal a ke/ke.

5'11 existe un lien aussl étroit entre la fluorescence et
1'émission thermique, 11 est plausible d'lmaginer une
relation étroite entre un systéme ouvert ol la dissipation
thermigque seralt minimale, et un systéme fermé ol la
dissipation thermique serait maximale. Il est donc possible,
dans les premliéres secondes aprés 1'illumination, qu'il
existe les mBmes niveaux (cinétlgues) gue dans le cas de la
fluorescence.

La premiére tentatlve réelle de l1l'obtention des cinétiques
de la dlssipation thermlque fut rapportée par Katoh et
Yamagishi en 1984 a4 l1'alde d'un spectrométre photoacoustique
modifié. De ces travaux, Katoh et Yamaglshl conflrmérent
l'existence d'un-lien entre les cinétigues de dissipation
thermigque et de fluorescence sur une échelle de temps de &0
s et 20 min.. Cependant, aucune information n'est disponible
sur les varlatlons initlales (sur quelques secondes) des

cinétiques de dissipation thermique. L'existence d'un Tso
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analogue 4 Fo n'a jamals été mentlonnée (4 ma connaissance)

dans la littérature,

D0 a ce manqgque d'informatlion, ce chaplitre présente les
relatlons qul exlstent entre les clnétiques de fluorescence
et de disslipation sous forme de chaleur sur des échelles de
temps varlant de quelques mlilllsecondes (20 ms) & quelgues
secondes (10 s) ainsl que les propriétés liant ces deux

formes disslpatives.

4.2 Matériel et méthodes

Pour les mesures, les plantules d'orge et les alques vertes
Dunaliella tertiolecta ont é&té cultlivés et préparés selon la
méthodologle présentée & la section 2.4.

Les cinétliques d'induction de la fluorescence et de la
dissipatlion thermique ont é&té mesurées & 1l'alde du thermo-
fluorimétre présenté & la sectlon 2.2. La concentration de
DCHU utlllsée dans les mesures était de 20 UM et les

échantillons sont incubés pendant 1 min.

4.3 Résultats et discussion

La flgure 4.1 présente une sérle de courbes d'linductlon de
fluorescence mesurées sur différentes échelles de temps a
une intensité de 3.5 mW/cm® en lumiére bleue. Les

échantillons utilisés icl sont des plantules d'orge adaptées
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Figure 4.1 Courbes d'induction de fluorescence mesurées
sur différentes échelles de temps avec des plantules

d'orge. Les numéros indiquent le temps d'acgulisition

(s). Volr texte pour plus de détalls.

au noir durant une période de 60 min. Comme on peut le
constater, les cinétiques observées sont caractérlistliques
des différents niveaux des varlations rapides de l'effet
Kautsky (Gregory 1989). Aprés l'ouverture de l'obturateur
électronique, la fluorescence s'éléve d'un niveau constant
(Fluorescence constante Feo) vers un maximum (Fe) en passant
par des niveaux intermédiaires (I et D). Aprés avolr atteint
le niveau maximum, la cinétique de l'effet Kautsky diminue
pour atteindre aprés plusleurs secondes, un niveau

stationnalre (non montré sur cette flgure). Ces varlatlons
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dans le domaine du temps correspondent aux différentes
étapes dans 1'état 4'oxydoréduction de 1l'accepteur primaire
d'électrons Qa et de la réductlon progressive du bassin de
plastoquinone (chapitre 1).

La flgure 4.2 présente sur différentes échelles de temps,
les cinétiques d'induction de la dissipation thermique dans
les m&mes conditions décrites & la fiqure 4.1. I1 est trés
intéressant de constater la grande similitude de ces
cinétiques a celles obtenues en fluorescence. De fait, dés
le début de l1'illumination (ouverture de 1l'obturateur
électronique), les cinétigues de dissipation thermique
s'élévent d'un nlveau constant To (équivalent & Fo) pour
atteindre un maximum noté Ts (équivalent a Fs) en passant
par des niveaux intermédialres et ce, pour les mémes
échelles de temps.

Ces cinétiques indiquent qu'il existe un parallélisme
parfait entre les cinétiques d'induction de la fluorescence
et de la dissipation thermique dans les premiéres secondes
de l'effet Kautsky. Ces deux formes de dissipation sont donc
antiparalléles au rendement photochimique. Il semble

donc exister un partage de l'énergie entre la fluorescence
et 1la dissipation thermique et ce en relation avec le
rendement photochimigue,.

De plus, par la présence d'un niveau de dissipation
thermique de base constant, on peut conclure que, de fagon
analogue a la fluorescence, les cinétiques de dissipation

thermique sont composées de la superposition de deux
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Figure 4.2 Courbes d'induction de la dissipation
thermigue sur difféerentes échelles de temps avec des
plantules d'orge. Les numéros indiguent le temps

d'acguisition (s). Volr le texte pour plus de détails.

phénoménes, La partie constante provient possiblement de la
perte d'énergie (dans les complexes collecteurs de

lumiére) lors de sa migration vers les centres
photochimiques. La portion wvariable provient possiblement de
la regumbinaisun de charges au niveau du centre réactionnel
et est contrdlée par 1'état d'oxydoréductlon des accepteurs
d'électrons du PSII. La portion constante n'est donc pas
liée 4 la photochimie contrairement & la seconde. Les
relations et hypothéses émises dans 1'introduction de ce

chapitre semblent donc valables.
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Puisque la réduction partielle des accepteurs d'électrons
entraline une élévation raplde des cinétiques de fluorescence
(Munday et Govindjee 1969, Lavorel et Etienne 1977), le mé&me
effet a été vérifié sur les cinétiques de la dissipation
thermique afin d'évaluer le temps de recouvrement de ces
clnétiques aprés une réductlon partlielle en relation avec
celul obtenu en fluorescence. La réduction est obtenue en
préllluminant les plantules d'orge pendant 2 s dans les
conditions de la fiqure 4.1. Ce temps de préillumination
permet d'atteindre le niveau P des cinétiques de
fluorescence et de dissipation thermique (figures 4.1 et
4.2),

La figure 4.3 présente les résultats du temps de
recouvrement des cinétiques de fluorescence aprés différents
laps de temps avant la mesure. Comme l'indique la figure,
une préillumination de 2 s (déla; de 50 ms avant la mesure)
entralne une élévation rapide de la cinétique de
fluorescence due a la réduction des accepteurs d'électrons
du PSII, suivie d'une réoxydation plus lente du bassin de
plastoquinones par le PSI. Plus le délai (avant la mesure)
augmente, et plus la réoxydation des accepteurs d'électrons
du PSII est prononcée, atteignant la cinétique initiale
aprés 5 s de délai.

De fagon analogue a la figure 4.3, la figure 4.4 présente
les résultats du temps de recouvrement des cinétiques de la
dissipation thermique. Comme dans le cas des cinétiques de

fluorescence, on peut remarquer une montée rapide de la



100

99

75 = 0.05

FLUORESCENCE RELATIVE (U.A.)

T T T |
0.5 1.0 - 1.5 2.0

TEMPS (s)

|
I
!
|
0

Figure 4.3 Cinétiques d'inductlion de fluorescence (sur
des plantules d'orge) aprés une période de

préillumination de 2 s. Les numéros indiguent le délal

(s) entre la fln de la période de préillumination et 1la

mesure. Volr le texte pour plus de détalls.

dissipation thermique aprés la réduction des accepteurs
d'électrons par une préillumination, sulvie d'une
réoxydation des accepteurs du PSII. Plus le délal entre la
préillumination et la mesure augmente, et plus les
accepteurs deviennent oxydés pour attelndre la clnétlique
initiale aprés 5 s de réadaptatlon au noir.

Le recouvrement des cinétiques de fluorescence étant causé
par la réoxydation des accepteurs d'électrons au niveau du

PSII, le parallélisme entre les temps de recouvrement des

cinétiques de la dissipation thermigque et de la fluorescence
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Figure 4.4 Cinétiques d'induction de la dissipation
thermique (sur des plantules d'orge) aprés une pérlode
de préillumination de 2 s. Les numéros indiquent le
délail (s) entre la fin de la période de préillumination

et la mesure. Volr le texte pour plus de détalls.

indique que la dissipation thermique provient du méme
événement que la fluorescence; solt a la réoxydatlion des
accepteurs du PSII.

Une période de préillumination entralne aussil une
augmentation apparente du niveau constant (Fo) des
cinétiques de fluorescence (volr chapitre 3). Cette
prélllumination sera donc utllisée pour mesurer son effet
sur le début des cinétliques de la dissipation thermigue en

relation avec celles obtenues en fluorescence,
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La figure 4.5 présente les résultats du temps de
recouvrement des cinétiques de fluorescence sur 20 ms
(servant a 1'évaluation de la fluorescence constante
"apparente") aprés une période de préillumination de 2 s,
suivie de différents délais avant la mesure.

I1 semble d'aprés cette figure que la fluorescence constante
suit les mémes varliations que les cinétiques initiales de 1la
fluorescence présentées & la fiqure 4.3, soit une
décroissance des niveaux rapides due a la réoxydation des
accepteurs d'électrons du PSII.

Le méme type de variations est obtenue par la mesure de 1la
dissipation thermique (figure 4.6), ce qui implique encore
une fols que la fluorescence et la dissipation thermique
sont des manifestations différentes de la dissipation de
l'énergie provenant d'un méme événement. De plus, comme dans
le cas de la fluorescence, la mesure de la dissipation
thermique constante dolt 8tre faite aprés une période
d'adaptation au noir quand tous les accepteurs du PSII sont
oxydés (Cao et Govindjee 1990).

Les agents chimiques inhibiteurs de la chalne de transport
d'électrons sont grandement utilisés en photosynthése. Ces
agents permettent d'isoler certaines composantes de
l'appareil photosynthétique ou d'isoler leurs sites d'action
(Hader et Tevini 1987). En présence de DCMU quil isole le
photosystéme II, les cinétiques de fluorescence s'éleévent
rapidement pour atteindre un niveau maximal (Chapitre 1).

Cet accroissement correspond 4 la réduction compléte des
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Flgure 4.5 Accrolssements Inlitlaux des cinétigues de
fluorescence (sur des plantules d'orge) aprés une
période de préillumination de 2 s. Les numéros indigquent
le délal (=) entre la f£in de la pérlode de
préilluminatiom et la mesure. Volr le texte pour plus de

détalls.

accepteurs d'électrons du PSII. La figure 4.7 présente un
exemple de cinétligues d'lnduction de fluorescence en absence
(courbe a) et en présence (courbe c) de DCMU. Ces cinétiques
ont été obtenues avec l'algue verte Dunaliella tertiolecta
sous une illumination de 3.5 mW/cm?® en lumiére bleue. La
concentration en chlorophylle totale étalt de 7 ug chl/ml et
la concentration du DCMU & 20 uM.

Il est connu gue le mercure agit comme inhlblteur de la

chalne de transport d'électrons au niveau du P3I (Hader et
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Figure 4.6 Accrolssements initlaux des cinétiques de la
disslpation thermique (sur des plantules d'orge) aprés
une période de prélillumination de 2 s. Les numéros
indigquent le délal (s) entre la fin de la pérlode de
préillumination et la mesure. Voilr le texte pour plus de

détalls.

Tevini 1987, De Fillppls et al. 1981, Yocum et Gulkema 1977)
et du coté oxydant du PSII (De Fllippls et al. 1981). Cette
inhibition entralne une diminution de la fluorescence
variable (flgure 4.7, courbe b) et de la fluorescence en
présence de DCMU (figure 4.7, courbe d4) en n'affectant pas
la Eluorescence constante Fo. La concentratlon de mercure
utilisée ici étalt de 150 uM et les algues sont lncubées
dans le nolr pendant 30 min. La présence de mercure

n'affecte pas les antennes collectrices de lumiére mals
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Figure 4.7 Cinétiques d'induction de fluorescence chez
l'algue verte D. tertiolecta. (a) témoin sans
traltement; (b) addition de 150 UM de HgCla; (c) témoin
avec 20 UM de DCMU; (d) 20 UM DCMU + 150 MM HgClz. Voir

le texte pour plus de détails.

diminue la guantité d'électrons arrivant et utilisés au
niveau du PSII par 1lnhibltion de son c6té oxydant.
L'abaissement des cinétiques de fluorescence en présence de
DCMU est caractéristique d'une inhibition du cdté oxydant
du PSII. Le DCMU et le mercure seront donc utllisés comme
agents inhibiteurs afin d'étudier 1'effet d'une inhibition
du cdté réduit du PSII (par le DCMU) et du coté

oxydant (par le mercure) sur les cinétigues de la
dissipation thermigue.

La figure 4.8 présente les résultats de cette analyse. Ces
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Flgure 4.8 Clnétiques d'induction de 1la dissipation
thermique chez l'algue verte D. tertiolecta. (a) témoln
sans traltement; (b) addition de 150 uM de HgCla; (c)
témoln avec DCMU; (d) 10 UM DCMU + 150 UM HgCla. Volr le

texte pour plus de détalils.

derniers ont été obtenus dans les m2mes conditions que la
Eigqure 4.7 sauf pour la concentration en chlorophylle totale
utilisée qui étalt de 25 Mg chl/ml. I1 est intéressant de
constater que la présence de mercure sur les échantillons
(figure 4.8, courbe c) dimlnue la cinétique de la
disslpation thermique de référence (figure 4.8, courbe a).
En présence de DCMU, qui isole le PSII, la cinétique de
disslpation thermique atteint rapidement un maximum
correspondant (par rapport aux résultats antérieurs) a la

réduction des accepteurs Qa du PSII (figure 4.8, courbe c).



En présence de mercure et de
niveau maximum diminue comme
Il semble donc par rapport a
cinétiques de la dissipation
fluorescence sont paralléles

1'inhibition, conflrmant une
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DCMU (figure 4.8, courbe d), le
en fluorescence.

ces résultats que les

de chaleur et de 1la

quelque soit la localisation de

fois de plus que 1'émission

thermique est une manifestation différente provenant du m&me

processus que la fluorescence.
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CHAPITRE 5

APPLICATION DE LA FLUORESCENCE A L'ETUDE DE L'ADAPTATION DE
! ljel CROISS

BAS RATURE.

5.1 Introduction

Outre la lumlére et l'apport d'éléments nutritifs, 1la
température est certes le plus lmportant facteur pouvant
influencer la physliologle du phytoplancton. Pour cette
ralson, pluslieurs auteurs ont tenté de déterminer les effets
sur la physiologie & court (quelques minutes a guelqgues
heures) et a long terme (plus d'un jour) de l'effet

des basses températures (Goldman 1977, Morris et Glover
1974, Jorgensen 1968). En déplt de ces efforts, le mécanlsme
exact de 1l'adaptation a une falble température de crolssance

(4 long terme) n'est pas blen compris (Li 1980).

Les réactions de la phase lumineuse sont généralement
consldérées comme indépendantes de la température. De plus,
le taux de fixation du carbone par unité de chlorophylle a
ne semble gue trés peu affecté par une courte exposition a
de falbles températures (Rhee 1982).

D'un autre point de vue, i1 semble gque 1l'exposition 4 long
terme &4 de falbles températures peut affecter la structure

et la dynamique de 1l'appareil photosynthétique. Pour
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beaucoup d'espéces d'algues, la crolssance & falble
température résulte en une perte de 1'efficaclité & flxer le
carbone indlquant que les réactlons de la phase lumlneuse
étalent aussi affectées (Collins et Boylen 1982, Miller et
Kamykowskl 1986). L'augmentation ou la décrolssance du
contenu en chlorophylle a 4 faible température suggére aussi
gue la structure de l'apparell photosynthétique peut Btre
affectée (Rhee 1982). La nature exacte et l'effet de la
température sur les réactlons de la phase lumlneuse ne sont

pas encore cConnus.

Pulisgue les réactlions de la phase lumineuse et de la phase
obscure sont intimement llées (Lawlor 1987), 11 est possible
gue la structure et les composantes de 1'apparell
photosynthétique a faible température solent des fagons

d'ajuster la demande en ATP et NADPH de la cellule,.

Le but de ce chapitre est d'analyser 1'adaptation a4 long
terme, de la structure de 1'apparell photosynthétigque chez
Dunallella tertiolecta cultlvée &4 12=C et 20=C utilisant les

cinétiques d'induction de la fluorescence.

Pour cette expérience, les algues vertes Dunaliella
tertiolecta ont été cultivées dans le milleu de culture

décrit par Harrlson et al. (1980) pendant une pérlode de 25
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jours & des températures de 12°C et 20°C, Les cultures sont
gardées en phase exponentlelle de crolssance (mesurée par un

fluorimétre de type Turner Deslgns™ Model 10) par dllutlon
dans le millieu de culture frals. Toutes les cultures sont
illuminées en permanence a4 un taux de 200 ME m~® s-?
(Blospherical instrument QSL 100 4 guantum sensor).
L'isolation et 1'estimatlion du contenu en chlorophylle a
sont effectuées par la méthode décrite 4 la sectlon 2.4. La
concentration en chlorophylle a a cependant été ajustée 3
1.2 Mg chl a/ml.

Les clnétiques de fluorescence ont été évaluées par le
thermo-fluorimétre décrit & la section 2.2 de ce travall.
Les différents paramétres photosynthétiques (bllan
énergétique) ont été é&valués en utilisant le logicliel de
traltement décrit a la sectlon 2.3 et basés sur les
relations des paramétres photosynthétiques de la section

1.7.

5.3 Résultats et discussion

La figure 5.1 présente les cinétlques d'inductlion de
fluorescence chez Dunaliella tertiolecta adaptée aux
températures de crolssance cltées plus haut. Comme 1l'indique
la figure, le niveau de fluorescence au polnt P est retardé
pour les algues & 12=C. On peut noter aussl que les algues a
20=C possédent un plus falble niveau de la fluorescence

constante que celles & 12=C, Ces résultats démontrent que la
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Figure 5.1 Courbes d'induction de fluorescence chez D.
tertiolecta cultivée & 12°C et 20°C. Voir le texte pour

plus de détail.

fluorescence variable Fvp» évaluée au niveau P est plus
faible a 12°C comparativement & 20°C. Pour leur part, les
niveaux I et D sont similaires pour les deux températures de
crolssance utilisées. Il est aussi 4 noter que la
fluorescence Fe (évaluée au niveau P) est moins atténuée a
12°C comparativement aux algues a une température de
croissance de 20°C. Ce comportement des cinétiques indique
une décroissance dans le taux d'oxydation du complexe
transporteur d'électrons PSII-PSI par 1l'accepteur terminal

d'électrons et ce, pour les algues a une température de
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crolssance de 12=C,

Les niveaux de fluorescence en présence de DCMU sont
présentés 4 la figure 5.2, Les deux cinétiques atteignent le
mEme niveau maximal de fluorescence Fu. Cependant, la
fluorescence variable Fvm en présence de DCMU est plus haute
pour les algues dont la température de crolssance est & 20°C
comparativement a celle & 12°C. Ces différences dans les
niveaux de fluorescence wvarlable (en présence de DCMU)
réflétent la capacité maximale du transport d'électrons.
D'aprés les résultats obtenus, il semble gque les algues a
une température de crolssance de 20°C possédent une plus
grande capaclté dans le transport d'électrons que celles a
12=cC.

Les différents paramétres photosynthétiques et les wvaleurs
numér lyues des niveaux de Eluorescence des flgures 5.1 et
5.2, évalués a partlr des courbes d'lnduction de
Eluorescence a ces deux températures, sont présentés au
tableau 5.1. Chaque valeur représente la moyenne plus ou
moins l'écart type de trols échantillons indépendants. Les
moyennes obtenues pour chacune des températures sont
comparées avec le test "t" de Student en supposant que les
valeurs sont réparties de fagon normale autour de la
moyenne.

I1 est évident d'aprés ces résultats que la fluorescence
constante Fo augmente de 22% pour les algues a 12=C
comparativement & 20=C. Cette plus haute valeur du niveau de

fluorescence Fo 4 12°C indique une plus faible facilité dans
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Flgure 5.2 Courbes d'induction de fluorescence chez D.
tertiolecta cultivée & 12=C et 20°C en présence de DCMU.
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Volr le texte pour plus de détall.

le transfert d'énergle entre les antennes et les centres
réactlonnels du PSII. Des résultats similaires ont é&té
obtenus par Griffith et al. en 1984 utilisant des plantes
supérieurea, Cette décroissance dans l'efflcacité du
transfert de 1'énergle peut résulter d'une séparation entre
les complexes capteur de lumiére (CCL) et les centres
réactionnels du PSII (Prézelin 1981).

Pour sa part, la fluorescence varlable F+ est 11% plus
faible 3 12°C comparativement & 20°C. Comme 11 est expligué
plus haut, cette diminutlon, avec un effet de retard (flgure

5.1), iIndigue une décrolssance dans l1l'oxydation des



Tableau 5.1 Parameétres photosynthétliques évalués des cinétliques de

fluorescence chez l'algue verte Dunaliella tertiolecta cultivée a 12<C

et 20=C

PARAMETRES TEMPERATURE DE TEST DE

PHOTOSYNTHETIQUES CROISSANCE STUDENT
12°C 20°C p

SANS DCMU

FLUORESCENCE CONSTANTE (Fo) 41.1 + 1.0 31.9 + 0.6 < 0.01

FLUORESCENCE VARIABLE (Fv) 37.3 + 1.6 42.0 + 0.8 < 0.01

AVEC DCMU

FLUOR. VARIABLE MAX. (Fwvwx) 55.6 + 2.2 62.5 + 2.2 < 0.01

RENDEMENT QUANTIQUE (o) 0.57 + .01 0.66 + .01 < 0.01

DIMENSION DE Qa (A/Fwvn) 9.8 + 0.4 8.8 + 0.2 N.S

TAUX DE PHOTOREDUCTION (K) 772 + O 816 + O < 0.01

Fv =Fp —Fo H Fuvs = Foe — Fo

® =1 - (Fo / Fu) : K = d/dt Ln (Fvx — F(T))

A = AIRE COMPLEMENTAIRE

N.S. VALEUR NON SIGNIFICATIVE

€11
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transporteurs d'électrons.

Les valeurs numériques du tableau 5.1 indiquent une
diminution de 11% des niveaux Fvwm (en présence de DCMU)
pour les alques a 12°C comparativement & 20°C et sont
expliquées par une diminution de la capacité du transport
d'électrons (flgure 5.2). Cette diminution entrafne une
baisse du rendement quantique de 14% chez les alqgues
adaptées 4 12°C comparativement & celles adaptées & 20-C.
La crolssance des algues & une température de 12°C ne semble
pas entralner de varlations majeures dans la dimension de
l'appareil photosynthétique chez 1'algue Dunaliella
tertiolecta. De falt, l'alre complémentalire normalisée
(A/Fvm) des cinétlques de fluorescence avec DCMU n'est pas
significativement différente entre les deux températures de
croissance. Puisque les valeurs de A/Fvm sont
proportionnelles au nombre d'accepteurs primaires
d'électrons Qa (Lavorel et al. 1986), nous pouvons conclure
que les algues adaptégs a 12°C possédent le mé&me nombre de
centres réactionnels du PSII par unité de chlorophylle que
celles adaptées a 20-=C.

Le taux de photoréduction de 1l'accepteur primaire Qa
(paramétre K) est 7% plus faible 4 12°C qu'a 20°C. Cette
décroissance est probablement le résultat de la diminution
de l'efficacité du transfert d'énergie entre les antennes et
les centres réactlionnels du PSII. La décroissance du

transfert de 1l'énergle a 12°C est possiblement une
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conséquence d'un mécanisme de protection empéchant une
photoinhibition.

Les analyses biochimiques (non montrées) sur les
échantillons réveélent (4 12°C) une augmentation de 1la
quantité d'enzymes utilisée pour la réduction du COz mais
une diminution de sa vitesse de fixation. On observe aussi a
12°C, une réduction de la vitesse de croissance de 1l'algue.
Donc, d'une fagon générale, l'algue verte Dunaliella
tertiolecta semble utiliser 1'énergie lumineuse pour
augmenter la quantité d'enzymes afin de compenser la
diminution de la vitesse de fixation du COx. Cette
utilisation de 1'énergle entraine une diminution de 1la
crolssance afin d'optimiser l'efficacité & 12°C. Etant donné
que la chaine de transport d'électrons semble intacte, 1la
diminution de la vitesse de flixation du COa2 entraine une
diminution du rendement photochimique. La diminution dans le
transfert de 1l'énergle vers les centres réactionnels est
possiblement un moyen de protection pour éviter une

photoinhibition.
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CHAPITRE 6

APPLICATION DE LA FLUORESCENCE A L'ETUDE DE L'EFFET

I BITEUR DU CUIVRE CHEZ L'ALGUE VERTE Dunaliella

tertiolecta.

6.1 Introduction

L'effet inhibiteur du culvre sur la chalne de transport
d'électrons fOt rapporté par plusieurs auteurs en utilisant
des plantes supérleures et des algues microscopiques. De ces
travaux, 11 a été démontré que le culvre affectalt la chafne
des transporteurs d'électrons & plusleurs sites, dont un du
c6té réduit du photosystéme I au niveau de la ferrodoxine
(Shioi et al. 1978a, Bonher et al. 1980), et l'autre du codté
oxydant du photosystéme II (Singh et Singh 1987). Shiol et
al. (1978b) proposérent que le culvre bloquait le transport
d'électrons aprés le site de donation d'électrons par le DPC
(diphénylcarbazide). Cependant, Vierke et Struckmeimer
(1977) identifialent un second site d'inhibitlion situé avant

le site dA'action du DPC.

Par rapport a ces travaux, le but de ce chapitre est de
décrire par fluorescence l'effet et le site d'action du

cuivre sur la photochimie du photosystéme II.
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6.2 Matériel et méthodes

Les algques vertes punaliella tertiolecta ont é&té cultlivées
et préparées par la méthode décrite & la section 2.4. Les
cinétiques de fluorescence ont été mesurées par le thermo-
fluorimétre décrit A la section 2.2 de ce travalil. Les
différents paramétres photosynthétiques (bilan énergétique)
ont été évalués en utilisant le loglclel de traltement
décrit a la sectlon 2.3 et basé sur les relations des
paramétres photosynthétiques de la section 1.7. Pour
l'évaluation des paramétres photosynthétliques, une
concentration de 5 UM de DCMU a été utilisée et les

échantlllons sont Incubés pendant 5 mln. avant la mesure.

6.3 Résultats et discussion

La figqure 6.la présente l'effet du culvre sur les cinétlques
d'induction de la fluorescence. Comme on peut le constater,
une augmentation de la concentration de culvre (de 25 & 100
HM) entraline une diminution progressive des cinétiques de
fluorescence. Cet effet est beaucoup plus prononcé au niveau
P (Fe) des cinétiques. Il est & noter que la fluorescence
constante Fo n'a pas changé lors des mesures, indiquant gque
les concentrations de culvre utlilisées icl n'affectalent pas
les complexes capteurs de lumiére. Des résultats similaires
furent rapportés par Shiol et al. (1978b) et Bohner et al.
(1980).
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Flgure 6.1 Courbes d'induction de fluorescence chez D.
tertiolecta incubées 15 min. en présence de différentes
concentrations de CuSO4. (A) Cellules intactes; (a)
contrBle (sans addition de cuivre); (b) 25 uM (c) 50 uM
(d) 75 UM (e) 100 uM et (B) cellules traitées au DCMU;
a, b, c,, 4 et e correspondent aux concentrations comme

en (A).
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Afin de visualliser l'effet du culvre sur l'activité du psSII,
les échantillons furent traltés par 1'herblcide DCMU. I1
semble que l'effet du culvre sur la fluorescence maximale
(Fruax) est similalre (figure 6.1b) & celul de 1la
fluorescence varlable au nilveau Fe. Cette diminution des
cinétiques de fluorescence sans et avec DCMU démontre blen
l'effet inhlblteur du culvre au niveau du PSII.

Afin d'isoler le site d'actlion du culvre au niveau du PSII,
des clnétiques d'linductlon de fluorescence furent mesurées
(en présence de culvre) lorsque le donneur d'électrons au
niveau du PSII est l'eau ou l'hydroxylamine. L'hydroxylamine
est un composé analogue & l'eau quli agit (a une
concentration de 10 mM) comme inhibiteur du systéme de
dégagement d'oxygéne et comme donneur d'électrons a Z au

niveau du PSII (Bennoun, 1970).

La flgure 6.2 présente les cinétiques d'induction de
fluorescence en présence de culvre et/ou NHz0H. Il est
évident que le nlveau maximal indult par le DCMU (courbe a)
ou par l'addition de NHzOH+DCMU (courbe b), est grandement
diminué en présence de culvre (courbe c et d). En se basant
sur le rBle du NHzOH décrit plus haut, les résultats de la
figure 6.2 indiquent que l'effet du culivre est bien situé au
niveau du codté oxydant du PSII et agit aprés le site de
donatlion d'électrons par l'hydroxylamine (Hsu et Lee 1988)
L'effet de la concentration de cuivre sur le niveau Fvmax

est présenté a4 la figure 6.3a. Comme on peut le constater,
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Figure 6.2 Courbes d'induction de fluorescence (en unités
arbltralres) en présence de DCHMU et d'additifs (a) DCMU
comme contrdle; (b) 10 mM NHzOH; (c) 70 UM CuS0.; (d) 10

mM NH20H + 70 UM CuSOa.

une augmentation de la concentration de culvre entralne une
balsse graduelle du niveau maximum des cinétliques
d'induction de fluorescence en présence de DCMU. Comme la
Eluorescence varlable maxlmale représente la capaclté du
transport d4'électrons, une réduction de ce nliveau, sans
changement de la fluorescence constante Fo, implique une

diminution du rendement photochimique ¢ (section 2.3 et
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Figure 6.3 (A) Fluorescence variable maximale (en %) en
présence de DCMU et en fonction de la concentratlon de
CuS04. (B) Rendement photochimigue de la fluorescence en

fonctlion de la concentration de CuS04.

1.7). Cette diminution présentée 4 la figure 6.3b, est due &
1'inhibition du transport d'électrons du cdté oxydant du
photosystéme II par le culvre.

En vue de mleux comprendre le mode d'action du culvre en
relation au bilan énergétique, le taux (vitesse) de

photoréduction (K) de 1l'accepteur primaire Qa et l'aire
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complémentaire (section 2.3 et 1.7) furent mesurés en
présence de DCMU a différentes concentrations de culvre. Les
résultats de ces analyses sont présentés 4 la figure 6.4,

Il est intéressant de constater que le taux de
photoréduction de 1l'accepteur Qa, noté K, ne varie pas en
fonction des concentrations de culvre utlilisées lcl (courbe
a). Par contre, l'augmentatlion de la concentration de culvre
entraine une diminution drastique de la surface
complémentalre (flgure 6.4, courbe b) correspondant aux
nombres de centres réactlonnels photochimiguement actlfs.
Pulsque le rendement photochimique ¢ du PSII diminue
parallélement a l'alre complémentalre et ce, pour un taux de
photoréductlion constant en fonctlon de la concentration de
culvre, les résultats obtenus iclil permettent de conclure
gu'une partlie des centres réactlionnels est inactlivée par la
présence de culvre. De plus, cet effet semble Etre de type
tout ou rlen. Les résultats obtenus suggérent donc que les
centres réactionnels du PSII sont de nature hétérogéne par

leur sensibllité & l1l'effet du culvre.
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CONCLUSION

Cette thése a présenté des résultats orlginaux de recherches
fondamentales et appliquées dans le domaine de la
photosynthése. Les résultats présentés dans ce travail ont
été obtenus a4 1l'aide d'un systéme d'évaluation de 1la
fluorescence et de la dissipation thermigue d'échantillons
In vitro et In vivo. L'acquisition et le traltement des
données sont effectués par un micro-ordinateur jumelé a un
oscilloscope digital. Le temps d'acquisition peut varier de
quelques millisecondes (20 ms) a plusieurs minutes. Ce
domaine de temps permet la visualisation des variations
rapides (niveaux 0O-I-D-P) de l'effet Kautsky en fluorescence
et pour la premiére fois, en dissipation thermique.
L'analyse de ces cinétiques nous indiquent 1'état
d'oxydoréduction des transportéurs d'électrons de la
membrane du chloroplaste. Le logiciel de traltement des
données présenté au chaplitre 2 (et donné en annexe 2) évalue
les principaux paramétres photosynthétiques suivants: les
portions constantes et variables, le taux de photoréduction
de l'accepteur Qa, le rendement photochimique, le nombre et

la nature des centres réactionnels du PSII.

Le chapitre 3 a démontré que 1l'évaluation de la fluorescence
constante Fo étalt plus précise et plus reproductible par

l'utilisation d'une extrapolation basée sur une fonction de
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pulssance comparativement a une fonctlon linéaire. Les
limites de la méthode furent obtenues par réduction
partielle de 1l'accepteur Qa. Ce chapitre présente aussi le
temps d'adaptatlion, aprés une préillumination de 2 s, sur
des algues intactes Dunallella tertiolecta (adaptation
minimale de 10 s) et sur des thylacolIdes d'orge (adaptation
minimale de 90 s) en absence d'accepteurs d'électrons. C'est
uniquement apreés ces temps d'adaptation que la valeur de Fo

est préclse et reproductible.

Le chaplitre 4 a présenté pour la premiére fols, des mesures
directes des cinétiques de 1la dissipation thermique
parallélement aux cinétiques de fluorescence et ce, pour les
premiéres secondes (ou molins) aprés le début de
1'illumination. De ces mesures, il appert que pour un Fo (en
fluorescence) correspond un To (en mesure thermique). De
plus, la clnétique de la dissipation thermique posséde les
mémes niveaux caractéristiques que la cinétique de
fluorescence. Les résultats démontrent que ces deux formes
dissipatives provenalent du m&me phénoméne et qu'il y a
partage de l'énergie entre les formes dissipatives. Une
inhibition du c&té réduit (par le DCMU) du PSII entraine une
augmentation de la fluorescence et de la dissipation
thermique. Une inhibition du c&té oxydant (par le mercure)
et du cdté réduit (par le DCMU) entraine une diminution de
fluorescence ainsi qu'une diminution de la dissipation

thermique.
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Le chapltre 5 présentalt une application du thermo-
fluorimétre 4 1'étude de 1'adaptation de 1'algue verte
Dunaliella tertiolecta & une température de croissance de
20=C et 12=C. Les cinétiques de fluorescence et les
résultats obtenus d'une analyse biochimique ont démontré gue
l'algue verte 4 une température de crolassance de 12<C
utilisalit 1'énergle lumineuse pour augmenter sa quantité
d'enzymes afin de compenser une diminution de la vitesse de
fixation du CO=z. Cette utilisation de 1'énergle entralne une
diminution de la vitesse de croissance mals semble ainsi
optimiser son efficaclité a cette température. De plus, i1l
semble gque la chalne de transport d'électrons demeure
intacte pour ce type d'algue. En falt, aucune différence sur
le nombre de centres réactlionnels a été observée.
L'intégrité des composantes de l'apparell photosynthétique
parallélement & la diminutlion de la vitesse de fixatlon du
C0z entralne une dimlnution du rendement photochlimique.
Cette diminution provogue possiblement un détachement
partiel des antennes collectrices de lumiére pour empZcher

une photolnhibition.

Le chapltre 6 présentalt une seconde applicatlion du thermo-
fluorimétre et des paramétres photosynthétliques pour 1'étude
de 1'effet du cuivre sur la photochimle du PSII chez 1'algue
verte Dunaliella tertiolecta. Cette étude est aussl basée
sur les cinétiques d'induction de la fluorescence. D'aprés

les résultats obtenus, 30% de la fluorescence varlable est
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diminuée en présence de 70 UM de CuS0Os4. Ce chapitre conflrme
aussi gue l'effet du cuivre sur la photochimie du PSII était
sltué sur son cdté oxydant. De plus, 11 semble gue 1la
surface complémentalre diminue en présence de culvre.
Puisgue le rendement photochimique diminue sans affecter le
taux de photoréduction de 1'accepteur d'électrons Qa, les
résultats du bilan énergétique indiquent gu'une partie des

centres réactlonnels est touchée par la présence de culvre.

La connalssance compléte du fonctlonnement du processus
photosynthétique et de ses modifications face au milieu
améne encore beaucoup d'interrogations. C'est par le
développement de nouvelles technigues et de nouvelles
théorles gque nous serons en mesure de mieux comprendre et de
maltriser son mode de fonctlonnement. La thése présentée icl
apporte de nouvelles technigues de mesure et d'évaluation
ainsi gque des connalssances fondamentales et appliquées, en
particulier sur la fagon par lagquelle les plantes
supérieures et les algues vertes utilisent 1'énergie
lumlineuse absorbée pour la photosynthése. L'utllisation de
paramétres précls alde & l'interprétation des résultats

appelé le "bilan énergétigue®,.
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ANNEXE 1

Cette annexe présente le programme d'acquisition des
données sur l'oscilloscope digital Scope 85 de la compagnie

Northwest instruments.



LG
Ll

1
20
i
a0
=i
&
{1
LA

F0

m =

10

V10
120G
120
140
120
150
170
180
170
200
210
220
230
2400
290
240
270
230
2940
00
210
320
320
340
220
360
=70
380
390
800
410
420
22
423
424
428
24
427
423
475
475
437
478
43
540
445
444
450
450

=l FETAC
ST

FRIMT
FRINMT »
FEINT
CLEAR
HOME
HCOLCOR=
DIM ¥S¢{
FOR [ =
¥YSIIYy =
HMEAT I
FOR I
FS{l} =
MEXT 1
SEM
AEM I
REM
HEM G
FORE
REM T
FOKE
FOKE
FOKE
EEM T
FOKE
REM C
FOKE
FOKE
FOKE
FOKE
FOKE
FOKE
FOKE
FOKE
REMm C
FOKE
FOKE
FOKE
FOKE
FOKE
POKE
POKE
FOKE
PRINT
FRINT
PRINMT
FRINT
FRIMT
FRINT
PRINT
FRIMT
FRINT
PRINT
PRINT
FRIMNT
FRINT
IMFUT
NE = MHBE
IF TEM
REM

% A2COUISITICON DES DOMMEZS &=

15 ,FS{19}
i TO 1o
19 « I

1 7D 12
12+ 1

MITIALISATION

EATICULE

- 27354,123
RIGGER

- 27344 .,10

bl iy
27332,

- 27320,180
IME BASE

- 27308,1%

H1.

- 27295,1

- 27284,0

- 27172,0

- 27260,1

- 27243,128

- 27236,22

- 27171,128

- 27335,0

HZ.

- 27224,1

- 27200,0

- 27188,1
27164,28

- 27334,0

- 27170,128

- 27176,128

- 27212,0

: PRINT "ACQUISITION DES DONNEES SUR SCOPE-85"
: PRINT : PRINT
“ACOUISITION DE™

" <1» FLUORESCENCE"

" <2% DISSIPATICH THERMIGUE"
: INPUT "OFTION 7 ";Ad

: FRIMT : PRINT

"ACQUISITION 3UR

* «1>» 20 ms"

" 475 20 Mg

: IMFUT “OFTION 7 ":TEMFS

"MB. DE FREILLUMIMATION (O=X)} 7 "3NB
+ 1

FS = 2 THEM GOTO 7a0
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785
70
q00
302
303
=]
840
S0
S50
1000
1010
1020
1025
16350
1040
1050
10580
1070
10840
1090
114040
111a
1120
1130
1140
2000
2010
2020
2030
20440
2050
Z0&a0
207
EGQU
2085
2100
2110
2120
2130
2140
2190

2150

REM  ALTLT. &n s
EEM

HOME @ PRINT @ PRINT "ADOUISITION &M M5
FREIMT R PEHOIZIR LOECHELLE DE MESGREY
50SUE y

GOSUSE

EOS5LIE

HOME

~EM

REM ACOUT. =M S

HEM

:1'__‘5"'

FR ISITION EN 5 »

PO

HiM JIsT7i0M EM 3¢
2RI CHELILE DE MEZURE"
FRI

SRINT 0 Cis S0 M3 3 <20 100 M5
FEIMT " L o MS H ST EiMy MS"
FRINT * <35 1 3 1 <& 2 G"
FRINT " 27> S 3 ¢ &> 10 5"
FEINT " <Fr 2005 3 <Ji0r S0 5¢
FRINT tix 198 35 s 12 200 53¢
FRIMT

INFUT “CHOIX 7 "3;CHOLX

FOKE - 27308,P3(CHOIX)

HOME : PRIMT : PRINT "aCOUISITIOM EM 3¢
FRIMT : PEINT “"CHOISIR L 'ECHELLE DE MESURE"
GOSUR 000
GOSUE 1000
GOSUE 2000
STOF
EMD

EEM

FREM MEMORISATION SUR DISRQUETTE

REM

FRIMT

FRINT "MEMORISATION SUR DISQUETTE®

INFUT “NOM DU FICHIER 7 ";FICHIERS
CDE = CHRF (4}

FRIMT CDE"0OFEM "FICHIERS

FRIMT CD$"WRITE "FICHIER®

FRIMT ¥S{CHOIX)

FOR I = 2048 TO 2Z03

FRIMT FEEK (I!

MEXT I

PRINT CDs“CLOSE "

RETURMN

END

REM

REM SUB. GRAPHIGUE

REM

HOME

HGRZ
GTICULE = = 293179
Cl1 = 2048 _
CALL GTICULE
FOR I =-o TO 255
¥ o= INT ({255 -
HFLOT I,Y

MEXT I

GET &%

TELT

HOME

FRETURM

ErND

FEEK CL + I}} + S / &)
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SO0 0oo-g o

[ = S

[ S I |

ed
1
m
E
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138
HEM
SEM  ESTSELLE DE MESURE

T T
A

FRINT * 1 S MV/DIV."
PRINT 201 MMsDIV. "

FRIMNT - o 20 MV sDTV M

FRINT © 35 mo MUsDIV."

FRINT " 55 100 Mu/DIV."

FRINT © &5 200 MY/DIV. "

FRIMT ¢ <7 SO0 MV/DIV.™

PRINT * <@ 1 VDIV

PRINT *  <%» 2 W/DIV."

FRINT " <103 % /DI, "

PRIMT

INFUT "CHOIX 7 "3CHATX

POKE - 2727&,Y3(CHOIX)

POKE - 273%0,0
SWALT = =~ 27287
DIGITIZIER = - 28472

FRINT : FRINT "  ### FRET FOGUR L IMPULSION s*x"
FOR I = { TO NB

FOKE SWALT,123
.CALL DIGITIZIER
MEXT I

RETURN
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ANNEXE T1I

Cette annexe présente le logiclel de traitements des
données. I1 est écrit en language BASIC et fonctionne sur un

APPLE IIe. Voir la section 2.3 pour les détalls sur chacune

des options.



ILIST

13 HOME

Tl FRINT Vsdsstacsssrrrrrrrr bt iiiiisddb i a b et e

S0 PRINT "= L

40 FRINT "= AFFLE 1fe D05 3.3 FROG. SA=SIC  =¢

=0 FPRIMNT "= &

&% FRINT "= FROGRAMME DE TRAITEMENT -

T OFRIMT "= FLUCRESCEMCE ET CHALEUR ) "

a0 PRIMNT "= "

0 FRINT "+ J. CLAUDE MORISSETTE M.Sc WYW.35.0 =¢

Lo FPRIMT "= ®"
11D FRIMNT "$44ss4 s st bbb bbn st s s 22 AR i s bbb ass’
120 HTAB 1: YTABE 15: FRINT "CHOIZIR UME DES OPTIONSY
130 HTAE F: YTAE 1&8: FRINT "<1> TRAITEMENT DE ODOMMEES™
140 HTAB F: VYTAB 17: FRINT "<2> FIM "

120 YTRBE 19: INFUT “CHOIX 7 "3;CC

160 1IF CC = 2 THEM END

170 FRINT CHRF® (4);"BLOAD CHAIM,ASZO"

180 CALL S20"MEMU"

1790

END
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19
20

e
-

30
&
S0
_1n]
70
a0
FO
10
110
120
130
140
=0
152
1460
170
180
190
200
210

—_
i

240
230
2480
270
23u
290
295
300
310

_——

i

33

340
2350
360
3862
=70
370

410
420
430
440
335
as0
450
470
ag0
490
S00
S10

S20

S0
540
530
=60
570

&

i

HOME

TEXT

YTAE 1

FRINMT "®ssssssrpusdssindrtrnrpis
PRINT "# o
FRIMT "= MEMU FPRIMCIFAL L
PRINT " "

FRIMT "s#sesssssssssssmsgs-es

YTARE 7: PRINT "CHOISIR UME OFTIOM" :
HTRAB F: VYTAR F: PRIMT "<1» LECTURE LES DOMMEES"
HTAB J: FPRIMNT "<2> CaALCUL DES MIVEALUY Fo!

HTAB 931 FRINT "« Fit)=Fo"

HTAE F: FPRINT "« LISSAGE DES COURBES"

HTRB F: FRINMT - “ARAMETRES CALCULES"

HTAB F: FRINT " GRAPHIQUES"

HTARBE F: FRIMT "<7> mMaAX. ET ZURFACE wIVO"

HTAB F: PRINT "«38> MOINZE DERIVE (THERMIGUE:"

O 7 & b

HTAB 9: PRINT "<0Q: AUTRES"

FRIMNT : IMPUT "CHOIX 7 "3;CHOIX

IF CH < > O THEM GOTO 300

HOME

PRINT "=+ SUITE =="

YTAB S

HTAER B: PRINT "<10>» 3S0USTR. Fo DCHU"

HTABE 8: PRINT "<11> MAX. ET SURFACE DCHMU"
HT&B 8: PRINT "< 12> NORM. ET MULT. DCHMU"
HTAB 8: PRINT "<13> LOG {(Fwm—Ft)"

HTAB B8: PRINT "<{14> RC ALPHA ET BETA"
HTAB 8: PRINT "<15> RC ALPHA"

HTAB 2: FRINT "J1&6> DELTA A VW5 F{t) DCMU™

FPRINT : INPUT "CHOIX 2 "3;CHOIX

IF CHOIX = 1| THEM GOTO 445
IF CHOIX = 2 THEM GOTO S&0
IF CHOIX = 3 THEN GOTO 480
IF CHOIX = 4 THEM GOTO SO0
IF CHOIX = S THEM GOTO 20
IF CHOIX = & THEN GOTO 440
IF CHOIX = 7 THEN GOTO 700
IF CHOIX = 8 THEN GOTO 730
IF CHOIX = 10 THEN GOTO SBO
IF CHOIX = 11 THEN GOTO &20
IF CHOIX = 12 THEN GOTO S40
IF CHOIX = 13 THEN GOTO &eéU
IF CHOIX = 14 THEMN GOTO &40
IF CHOIX = 15 THEN GOTO &80
IF CHOIX = 146 THEN GOTO 750

PRINT CHR$ (4)3;"BLOAD CHAIM,AS20,D1"
CALL S20"LECTURE -DES DONNEES,D1*"
PRINT CHR$ (4);"BLOAD CHAIN,AS20,D1"
CALL S20"VISUALISATIOM,D1”

PRINT CHR$ (4);"BLOAD CHAIN,AS20,D1"
CALL S20"FLUOVAR,DI"

FRINT CHRS (4):;"BLOAD CHAIN,AS20,D1"
CALL S20"LISSE,D1"

PRINT CHRS$ 4);"BLOAD CHAIN,AS20,DL"
CALL S20"PARAMETRES,D1"

PRINT CHR$ (4):"BLOAD CHAIN,AS20,DL"
CALL SZ0”NORMAL ISATION,D1”

PRINT CHR$ (4):"BLOAD CHAIN,AS20,Dt"
CALL S20"Fo.D1"
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b= ]
530
TN
&10
&20
&
Adi
&S0
aant
&7
H30
830
T
Ti0
Tac
Ta
TG0
T
[EINTN

FRINT CHRE (3);"BLOAD CHAIN,aS20,DL"
CAakl S29'H0In FO,D1"

PRINT CHRE (4) 3 "BLOAD CHAINM,AS2O,DL"
CALL SZ0"PEMTE DOMU,DLY

FRIMT CHR$ (4):"2L0A0 CHAIM,AS20,DL"
CALL SZ20"SURFACE DCMU,DL™

FREIMT CHRSE (3);"80,040 CHAIM,AS20, D"
DALL SZ0"ALFHA BETA,DL”

FRIMT CHRES$ (4);"BLOAD CHAIN,AS2O,DL"
CALL S209"Fum=Ft,DL"

FRIMT CHR$ (3)3"BLOAD CHAIM,AS20,D1"
CaLL SZnYaALFHG.D1"

FRIMNT CHR$ (4):"BLOAD CHAIN,AS20,DL1"
CALL S20"SURFACE WIVO,DL"

FRIMT CHRES$ (4)3;"BLOAD CHAIM,AS2O, DL
CALL S20"DELTA A DCMU,D1"

FRIMT CHRSE (4):"BLOAD CHAIM,AS2O,D1"
CaLl STO"DERIVE,D1Y

EMD
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ILOAD LECTURE DES DOMMEZS

ILIST
20 HOME
30 CLEAR
&0 CoF = CHREs (4;
B0 FRINT "s=tiiiiissssssrsisbgassns
1 FRIMT "= "
20 PRINT "+~ LECTURE DES COMMEES ="
140 FPRIMT "= -
1527 FRINT "sessassrestissrstbsitibippnstss’
120 FRIMT = FRINT : FRINT
250 PRINT "CROISIR UME OFTIOCNMN™
T OFRINT
240 FPREINMT i > FLUDRESCENMCE"
a0 PRINT * L2 CHALZUR "
ZE0 ERIMT
J00 INPUT “OFTION 7 "3;5B
o0 HOME
240 REM
50 REM COMDITIOMNS D ENMTREE
230 REM
400 YTAB 7: INFUT "NOMBRE DE FICHIERS (MAX. &) 7 “jNl
420 IF M1 < 1 OR N1 > & THEN GOTO 2O
440 IMNFUT "# FICH. AVEC DCMU QU EQUIN. 7 ":pg
440 IF M4 » O AND NG < > N1 THEN GOTO 20
480 IF M1 = N4 THEN GOTO 580
S00  IMPUT "# FICH. SUR 20 MS 7 "3N2
b [F W2 = O THEW GOTO &40
540 IF M2 < SOML O AMD NMZ S FoiMl s 2) THEM  E0OTO 20
S&ed  GOTO &40
S80 PRINT "ACRUISITIOM <1 « SO0 MS®
&0 PRINT ¢ 2% r= SO0 MS¢
&20 INMNFUT ™ CHOIX 7 "3TA
a40  IF M2 = M1 /5 2 THEM M2 = N2
60 IF N2 = N1 THEM NZ = O
S0 IF N4 = N1 THEM N2 = N4
FOo  IF M4 = N1 THEN M3 = O
F20  IF N2 = O THEN NI = N1
Ta0  DIM Ti2Z&4)
780 IF NZ » O THEM GOSUR F40
800 IF NI » O THEN GOSUB L1180
B2 GOSUE 3940
840 PRINT @ FRINT " - LECTURE EM COURS a "
BaO IF N2 > 0 THEN GOSUB 1400
HE0 IF N3 > 0 THEN GOSUBE 1BEO
900 IF SB = 1 THEN GOSUB 2440
920 GOSUR 2380
940 REM
940 REM FICHIERS EM MS ET DCMU
F80 REM . i
1000 FRINT
1020 DIM MSYLI{ZS4a,&)
1040 [IF N1 = N4 THENM FPRINT "NOM DES FICHIERS DCMU™
1080 IF NI = N4 THEN GOTO 1100
19080 FRINT "MOM DES FICHIERS EN MS"
11000 FOR I = 1 TO M2
1120 HTABE S: INFUT "FICHIER T ":FMs{l)
1140 NEXT I
1160 RETURM
1180 REM
1200 REM FICHIERS EN S

1220

=i
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1244
1260
1280
13040
1320
12440
12640
133C
[C-TeEN
14:".“_:
1430
1460
1480
15040

1520

S40
12580
1S3
1 &0
1820
1540
146560
1680
1700
1720
1740
1750
1780
1800
1820
1840
18460
1880
1900
1920
1740
19460
1980
2000
2020
2040
20460
2030
2100
2120
2150
2140
2130
2200
29924

e

2240
2240
2280
2300
2320
2340
2240
2330
2400
2420
2440
2440
=430
2200
2520
TEAD

L

PRINT

DIM 3ET54,.487
FRIMNT "MOM DES FICHIERS =M 3¢

FOR [ = 1 TO K
HTAR S: INPUT "FICHIER 7 “;F55:1}
MEXT I

RETURM

PRIMNT ¢ =RIMNT * - LECTURE EM COURS
REM

=EM LECTURE ENM ™5

REM

FOR I = 1 TO M2

PRIMT CDS"OPEM "FM$(I}" D2V
PRIMT CD#$"REGD "FMs(I)
INPUT TM%(T)

FOR J = 0 TO 255

INFUT M3%(J.I)
MS%{J, 1) = MEN(J,I[) - 128

MEXT
PREINT CO¥"CLOSE "FM&II:

IF TM¥(I} = 20 THEM TM%i{I: = 20
IF TMX(I) = 21 THEM THR(I} = 40
IF TM®(I) = 22 THEM TML(I} = 30
IF TM®i{l} = 23 THEM THMX{IY = 200
IF TMXI(I) = 28 THEN THMYI{I} = 300
IF TM¥ (I} = 25 THEN TM¥X (I} = 300
IF TMX{I) = 26 THEM THMXE(L)} = Z000
IF TME(IY = 27 THEN THML{(I} = 4000
IF TMXE(I) = 28 THEN THMXEII}) = 8000
IF TM®(I} = 29 THEN THMX{(I} = 20000
NEXT I
RETURN
REM
REM LECTURE EN S
REM
FOR I = 1 TO N3
FRINT CD$"OFEN "FS${(I)",D2"
PRINT CD$"READ "FS$(I)
IMNFUT TSHII)
FOR J = O TO 255
INFUT S%(J,I)
S%(J,I) = S%{J,I) - 128
MEXT J
FRINT CD$"CLOSE "FS$(I}
IF TSW(I) = 20 THEN TSXiI}) = 20
IF TS%{(I) = 21 THEN TS¥X{I) = 40
IF TS%(I) = 22 THEN TS%(I) = 80
IF TSY%(I) = 23 THEN TS%(I) = 200
IF TS¥%(IY = 24 THEM TS¥®(I} = 400
IF TS%(I) = 25 THEN TS%(I: = 800
IF TS¥(I) = 26 THEN TSX{I} = 2000
IF TSX(I) = 27 THEMN TSX{I) = 4000
IF TS%(I) = 28 THEN TS%(I) = 8000
IF TS%(I) = 29 THEN TS%i{I) = 20000
NERT i
RETURN
REM

FRINT CHRS (4);"BLOAD CHAIN,AS20,D1"
CALL S20"MENU,D1"

END

REM

REM SOUSTRACTION DE L OFFSET

REM

IF N1 = N4 THEM GOTO 3040

IF N2 = 0 THEN GOTO 2800

FAR T = 1 TN N7

Pyl
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i

2560 S50 = 2:50 = O
s5gd FOR J =1 TO 25
I8 50 = 30 +« MW 4,1

520 MEXT J
2A40 S5(I) = INT ({50 - 25) + .=}
28580 MEXT I

2580 FOR I = § 7O M2

27y OFOR 4 = O TGO 255

20 OMSWN(T,IF = MeNiJL,Iy - 5240

I743 IF MSRIJ, IV 7 O THEN MELIJ.I) = G

TTED MEXT J

27TI0 MEXT I

2800 IF NI = O Tked GOTO SO0

2820 FOR [ = 1 7

28400 CHOiLr = SH{0, 1)

2350 HMEXT I

2850 FOR I = 1 TG M3

2900 FOR J = o TO 255

Ze20 SEEJ,I} = 5W4J, Iy = CHUTD

2340 IF S%eJ, I < © THEM 3X{I,ID

27460 NEXT J

2930 MEXT I

SO00 GOSUE TTO0

3023 RETURM

040 FOR I = 1 TO N4

060 IF TA = 1 THEM S5{I1)
=3

080 IF TA = 2 THEM S54(I)

100 MEXT I

JI1Z20 FOR I = 1 TO N4

2140 FOR J = O TO 255

S140 MSWN(I,I) = MSL(I, I} - S5(1)

180 IF MSE(J,I) < O THEN M3X(J,I) = O

3200 MEXT J

IZ20 MEXT I

3240 BOSUR Z300

3260 RETURN

1
[w]

INT ((MS%(L,I) + MSWI{Z,I) + MBU(I,I}) / T +

i

MS%(1,I)

3280 END
3300 REM
IIZ0  REM FPARAMETRES DE DEPART
240 REM

JII60  HOME

3380 FRINT "LES 'OFFSETS® SUIWVANT SONMT EMLEVES DES FICHIERS"
3400 IF M1 M4 THEN GOTO 3740

3420 IF N2 0 THEM GOTO 3560

3440 PRINT FRINT "FARAMETRES DES FICHIERS DCMU OU 2O m3"
T440 PRINT

3480 FOR I = 1 TO NZ

3500 PRINT "OFFSET= "3355(I)3;" SCALE MAaX= "sTMilI)
3320 NEXT I

3940 IF N3 = O THEN GOTO I4460

3560 PRINT : PRINT "PARAMETRES E@. DES FICHIERS 3"
I580  PRINT

J&00 FOR I = 1.TO N3

2620 PRINT "OFFSET= “3CN{Iiz" SCALE MaX= ";TSH{I}
J&40 MEXT I

3660 PRINT : FRINT "FRESSER UNE TOUCHE POUR LE MENU"
Te30  GET A

700 PRINT : PRINT

3720 RETURN

740 FRINT : FPRIMT "FARAMETRES DES FICHIERS DCMUY
3740 PRINT

Z780 FOR I =1 TO N4

Foo0 PRINT "OFFSET= ":55(I):" SCALE MAaX= ";TMU{I)
I2Z0 NEXAT I

SRA4O FRTNT » FRTNT "PRESSER IIKNE TMIICGFHE POIIR | FE MERIT™



880
SR
I9Z0
2F40
~SFel
3930
S000
J020
EINT T
4050
L0840
410
G120
140
41560
4180
3200
4220
4°80
4Z60
4280
4700
4z2
4730
4360
4780
{400

GET 4%

FRIMT @

FETURM

EMD

REM

REM

REM

IF N2 = & THEM

HOME : FRINT =

FOR T = { 7O w2

FRINT © # "l

MNEAT I

PRIMNT : IMPUT "CORRECTIOM, O OUI,
i

PRIMT

CORRECTIONS DES ERREURS

GOTG 4200

FRINT

: ";FMELD)

IF MO = {1 THEN GOCTO 4200

INFUT “# DU FICHIER = "iNF

INFUT "NOUVEAU NCM 7 "3;FEMS$ (NF)
GOTO 4020

IF NI = ) THEN RETURN

HOME : PRINT : FRINT "SICHIERS S":
FOR T = | TO NI

PRINT » @"3lz™ : "3;FSS$(D)

NEXT I

PRINT : INPUT “CORRECTION, O OUI,

IF MO = 1 THEN RETURN

INFUT "# DU FICHIER 7 "jNF
INFUT "NOUVEAU NOM 7 ";FS$(NF)
GOTO 4220

END

"FICHIERS DCMU CU 20 m8":
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173

180

=5

200
210
220

230
240

230
280
270

2310
270
00
SO

320

B

TRT MExekhRkr R kIR KEREFEET
FRINT "% i
PEINT "4 CRLCUL DES To LA
FRINT "3 g
SERINT "HRERAEtEREERRRENTRLAAY

FRINT : FRINT

IF W1 = nWd THEN GOTO 270

IF N2 = 0 THEM G0TD 270
FRINT @ PRINT

IMFUT "FOINTS & REGRESSER (7
S-250y T M FD

IMPUT "NIVERSU DE FOMND {0-128
) 7 ":0D

INPUT "IMPRESSIOMN, @ OUT, 1
MON 7 "5 IM

FEINT

FRIMT 1 FRINT " i3k ATTE
MORE S.V.FP. TER"

GOSUE 30
FO$ = "FO"

INFUT "SATISFALT 7, «0» OUI,

<l MON 7 “;ET

IF 5T = | THEN GOTO 1o
FRINT @ FRINT : kS $ 1 FRES
SER POUR LE MENLU it N

GET A%

FRINT

FRIMT CHR% (4);"BLDAD CHAIM
JESZ0, 0L

CaLL S20"MENU,DLY

EnD

EEM

REM EXTRAPTLATICN POUR LE F
0

KEM

IF WZ ¢ » 00 THEM FOR I = |

TO N3

IF N2 = 0 THEY FOR I =1 TO
M2

¥ o= 0 o= OrdyY o= (32 = 072

FOR I = 55
DJ = M3%{I, 1) L
IF DI ¢ 1 THEX DI =
BOSUS 820

Y1 = DI

X=X+ Xi1gi2 = X2 + ¥ & X1
Yo= % + YI:¥T o= 2 ¢+ YD % vl
o= HY o+ AL v Y1

MEXT J
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T
[

i

Ts 4

=3

[Tl

[ TR I o
E

Th2

=53

=7
=y [

ZED
50
aih
£10
a0

&£23

&30
&40
&30
E&0
&&83
847
&70

a0

&0

F00

JLD

7135

720
70
133

740

743
Ta0
770

775
7E0
790
795
B
g10
20
370
Fa0
g0

3t o= ¥ - 4% g iy S FT

EREE R

ST =4 - X g 4 FF

22 3 57/ Ei

o= (Y - 4 % gE) f FF

B = BE

Az 5T 0k 8T 2T g =T

S35 = (52 - BE k BZ & 3 =
F -2

53 = SR {5

34 = 55 /4 0 2R 3L

57 =53 % 3CR f0f 4 EFy o+ i
dOFFEY & (4 0 FR S5t}

Ed = 27

32 =35 &8 SR (L + {1 /4 FFI!
{i0X F FF + Ex) % (¥ 2 FF +
E¥iy /2 Silvi

ARl = RZ

R5i1) = 52

Foily = EE

Rzl = EO

ES4IF = 54

Eqily = 57

CViIY = S50F (RaCLye ¥ 10
i /4 FF)

GOSUR 900

NEXT I

HOME

FRINT "FARPAMETRES CALCULES"
IF IM = 1 THEM GOTQ &70
Fr# 1

FRINT

IFNZ < »n0THEN FOR I =1
TO N3

IFNI=0THEN FOR [ =1 70

e

FRINT “A= ";RA(I);" ERR. A=
"s{EALT) / RALID) % 100;" %

FRINT "B= ";RB{);" ERR. B=
"s(EB(I) / REB(IN) ¥ 100;" %

PRINT “DELTA Y EXTR.= “jFF(I
)

FRINT "R CARRE= ";RR(1)

FRINT "S CARRE= ";RS(I)

FRINT “C. VARIATION= "3CV(I}

FRINT Y SHUTTER= ";MS%(54,1
)

PRINT “"NIVEAU DE FOND= ";DD
PRINT "Fo’= ";FO{I)

FRINT "Fa = "3FO(I) - DD;"
ERR. Fa= "3 (EF(I) / (FO(D) -
LOY) * 100" %

FRINT

NEXT 1

FRINT

FRE 0

RETURN

END

REM

REM  LINEARISATIM

REM
£ = LOG (3 - S8aDL = 73
(01

]

+
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597 RETURN

30 REM
S0 AEM EXTRAFTLATICN
929 REM

o0 EX = 27

San FOCl) = MSU(S4,1) = EUF 120 s
5 ¥ LOG fEXC

LN REM

F REM CALCUL = LU°ZFREUR

1200 REM

1610 Frily = B0 + 2 £ LOT (EY

1225 &2 = MSL154, 00

1530 81 = FFI7) + Z3:52 = FE(I) -
53

1040 Al = AZ - EZ¥F 1811352 = -
EIF (42}

1780 EF(I) = AZS Al - (AL + 32
$ 25

1590 BETURH

[ |



JILOAD FLUGY 3

ILIST

L0 HOME

T ERINT M aks e s s e L e S ek
T FRINT "= !
40 PRIMT "=  DYMAMIOUE DES COUREES ="
S0 FRINT s P
&) FRIMT "*rsessidpbsinrdirrrreniprirsss'’
T FRINMT ¢ FREINT

= IF MZ = O TEEM &OTO 270

20 [F N1 = M4 TREM GOTS 2350

100 FYE = "FyU"

119 PRINT "CHOISIR UME OPTIOM"

120 FRINT

1730 PRINT " 1> Fw-Fa"

140 FRIMT " w25 MEMLE"

120 FRINT

160 IMFUT "CHOIX 7 ":CH

161 IFCH < 1t OR CH > 2 THEM GOTO 14
162 IF CH = 2 THEN GOTO Z20

165 IF FO¥% < > "FO" THEM GOSUBR SO0
180 FRINT = PRINT ¢ ##+% ATTEMDRE 3SVF
190 FOR I = 1 TO MZ

200 FOR J = Q TO 255

210 SHiJd, Iy = INT (8%dJ,I) = FOII) + .3
215 IF S¥¢J,I) < O THEM S¥{J,I} = O
T20 MEXT J

230 NEXT I

330 PRINT CHREF (4);"BLOAD CHAIN,ASZO0,D1*
40 CALL S20"MENU,D1™

350 END

S00 REM

510 REM ENTREE DU FO

S20 REM

530 HOME : FRINT

5S40 PRINT "SOUSTRACTICN <1> VARIABLE"®
545 PRINT v <2+ FIXE"™

S70  FRINT : INPUT "CHOIX 7 ":CX

=80 IF CX¥ = 1 THEN GOTO 800

S8S FRINT : INFUT "NIVEAU DE FOND 7 “;DD
590 INPUT "WALEUR DU F'o 7 ":FO

&00 FOR I = 1 TO N3:FO(I} = FO: NeEXT I
&10 GOTO B840

800 FPRINT

BO0S INPUT “"NIVEAU DE FOMD = ":0D

810 FOR I = 1 TO N3

B20 INPUT "VALEUR DU F'oc 7 "3FO(I}

850 NEXT I

840 RETURM

850 END

150
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ILOARD LISSE

ILIST

1t HOME

0 HTAB Si PRIMT V"esssdidbibsrrdprbsdsnmakpiiis"
T HTAR S: FRINMT "= %"
40 HATHE S PRIMT "= LISSAGE DES DOMMEES L
50 HTAR S: FRIMT '« =
o HTAE S: PRINT "srh s s b s p s b bt s s s
70 PRINT

@0 FRINT "CHOISIR UNME QPTIOM

72 PRINT @ FRINT * i S FPOINTS CUBIC™

1oy PRINT O (20 % FOINTS CcusiCc™

110 PRIMT ™ Loe MENUM

120 PRINT @ IWPUT "CHGIX 7 "sL7T

125 IF LT 1 OR LT :» I THENM GOTO 12

iZ0 IF LT = 3 THEM GOTD 424G

140 FRINT : FRINT

150 PRINT * LA YEILLER ATTEMNDRE S.V.F. -
igT0 IF LT = 2 THEMN GOTO 450

170 IF NZ = O THEMN GOTO Z00

18¢ FCR I =1 TO NZ

170 TT = 0O

200 FOR J = 3 TO 252

210 TT = MBEWJ - 2,11 & = 3 + MSU(J - 1,1} # 12 + MEXIJ,I} * 17 + MSU(J +
1,1 # 12 « M3UIJ + 2,10 # = 3

220 T(Iy =TT / 35

230 MNEXT J

260 FOR J = 3 TO 292

270 mMskid, I T(J)

280 NEXT J

290 MNEXT I

J00 IF N3

13 FOR I T N3

20 FOR J I TO 252

330 TT = S%({J - Z,1) # =3 + SU(J = 1,1} # 12 + S¥(J,I} = 17 + SH(J + 1,
Iy % 12 + 8¥(J + 2,I) & = 3

40 T{Jy = TT / 35

350 NEXT J

JB0 FOR J = 3 TO 282

390 SXid, 1) = T(J}

400 MNEXT J

410 MNEXT I

420 PRINT CHR$% (4);"BLOAD CHAIN,ASZO,D1"

430 CALL S20"MENU,DL"

440 END

450 IF N2 = ¢ THEN GOTO S70

450 FOR I = 1 TO N2

470 FOR J = 4 TO 251

ago TT = MS¥%(J - 4,1} &= = 21 + MSK{J - 3,I! = {32 + MSU(J - 2,1} & 39 + M
SEIT = 1,1} = S4 +« MSU(I,I) # 59 + MSU(T + 1,I) = S4 + MSK{T + Z,I) #
39 + MSKIJ + Z2,1) #= 14 + MEU(I + 4,1} » - 21

430 T(JY = TT » 231

SO0 NEXT J

SI0¢ FOR J = 4 7O Z5¢

S40 MSX(I,I1) Tid)

S50 NEXT J

S50 WNEXT I

sv0 IF N3

O THEN GOTO 420
1

O THEM GOTO 4Z0

530 FOR I = 1 TO M3
=9¢ FOR J = 4 TO 251
600 TT = S%iJ - 4,I) * = 21 + S%(J = 3,10 # 14 + S%(J - 2,1) *= 37 + 5%iJ

4 T w =4 . (LT BN Y - i " 0 i L N A [ - f - T aa R



= ha bk - " B - . R R - 4T T A&ty b L g5 b 4
Snid = T.IF # 14 +« 30 +« 4,00 = - 721
T3y = TT ~ 23t
MELT J

FOR J = 4 TO 251
5%¢I, 1) = T

MEXT
GOTO a2
EMD

-

¥ T QNS

- b

-
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ILOAD FRAAMETRES

ILIST

19 HOME

T PRIMT Ve ddmat s ihod b et g g
O FRINT " .l
S0 FRIMT "= FREAMETRES CALCULES ="
o PRINT "# &
A ERIMT " Stk e i 0 3 o e 3 do o e e e i
Fa0 PRIMT 3 FRINT "CHOISIR UME JJFTIOM™
g FPRINT

F0 FRINT * 1y A LECRAN

1od0  FRIMT ¢ €2F SUR IMFPRIMAMTE"

110 PRINT
120 INFUT "CHOIX 7 “;i4
130 IF PA < 1 OR PA 5 2

THEM GOTGC 14

140 FRINT : FRINT * - ATTEMDRE 5.Y.FP.

153 IF Mt M4 THEM GATO F40
150 IF NI 2 THEM GOGTD 23
170 FOR I 1 TO N3

180 MAX = d:Mi = OxM2 = O

190 FOR J = © TO 233

200 IF SLiJ,i: > MAX THEM MaAX = SU(J,I)

210 IF SXE(3,I1} = MAX THEN M2 = J
220 YyRi{Il) = INT imAX + .S):FFII}
230 MEXT J

240 NEXT I

250 GET As$

260 IF PA = 1 THEN GOTO 280

270 FR# 1
280 GOSUE 3990
Z90 PR# O

J00 GET A

310 IF PA = 1 THEM GOTO 330
32 FR# 1

330 GOSUE Sa&0

240 FR# 0O: PRINT

350 PRINT : GET A%

= M2

i

360 FRIMT : PRINT CHRS$ (4);"ELOAD CHAIN,ASZO,D1"

370 CALL S20"MENU,DL"

80 EMD )

390 REM

400 REM IMPRESSIOM DES FICHIERS
410 REM

420 HOME

4% IF NZ = 0 THEM GOTO 490
440 PRINT "FICHIERS EN MS"
35 FOR I = 1 TO N2

450 HTAB S: PRINT FME(I)

470 MEXT I

480 FRINT

490 IF N3 = 0 THEM GOTO 550
=00 PRINT "FICHIERS EN 3™
510 FOR I = 1 TO NI

520 HTAB S: PRINT FS$(I)

53 NEXT I

540 PRINT

=5 RETURM

Séan REM

57 REM IMFREZSIOM DIVERSES
s30 REM

o270 HOME

&0 IF FYs = "FY" THEN GOTO 7S50

153



aio
&0
ani
540
a3
&&0
L7
&30
a7
Tk
Ti
T2
PRy
TR0
TS0
TEG
TTO
T30
TR
B0

8230
330
3440
S0
860
885
870
agd
3940
I
F10
F=0
30
a0
20
950
FTO
a0
90
1000
1010
1020
1030
10440
1050
1080
1070
1080
1090
1100
1110
1120
1130
1140
1150
1160
1170
1180
1190
1200
1210
1229

1220
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IF M <« L THEM GETD Q44

FOR T = L TO M3

FRIMT "FICHIES "sTs" (FRRAEMETREDR VYARRIABLES: Y
HTAB 10: FRINMNT "OFSZET 3 = ";onMild

ATAE 10: PRIMT "S'g (AYED FOMD: = "suWPil)

IF FOF « SOERY THENM 30T A0

HTAB Lo PRINT "Fo (SEMS FOMD = “swF (Il - DO
HTRB 10: FRINT "FOE. 5 MiPRIT

IF FOF < 5 "FQ" THEM 15070 730

HTAB 10 PRINT "Fup = "3 IMT (WPIT) = F3eI: + .5
HTRE (G FRINT "F'mp = "3 (WROD) = FOCTry & FOOIDD

i

=iAE L0 PRINT "Frp = "3 WP = FD4TE 4 (FOLIY — DY
MEXT |

GOTa 280

FOR I = 1 7O N3

FRINT "FICHIER "3I;" (FARAMETRES VYARIRBLES)"

HTAE 10: FRIMNT "F'p (AVEC FOMI) = "3 INT (WPiI) + FOCI; + .55
HTARE 10: FRINT "Fp (SANS FOND' = "3 INT «VF{I: + FO(I}) - DD + .S
HTAE 10:; PRIMNT "PC5. p = "3FFil;

HTAE 103 PRINT "Fup = “"sWP{I:

HTAB 103 FRINT "F'mnp = "3WFi{l} 7 FOIT3

HTAE 10: PRINT "Fnp = "“:¥P({Il) / {FC{I} - DO

MEXT I
IF N2 < 1 THEM GOTO 920
IF FOE < = “FO" AMD FYE < rOUFYY THENM GOTO 229

FOR I = 1 TO N2
FPRINT “FICHIER "3I3;"  (PARAMETRES COMSTANTS:"
HTAB 10: FRINT "NIVEAU DE FOND = “;DD
HTAE 10: PRINT “F‘o (AVEC FOND) = "3;FO(I)
HTAB 10: PRINT "Fo (SANS FOND) = ":;FO{I) - DD
HTAB 10: PRINT "R*2 = "3RR(I)
NEXT I
REM
RETURN
REM
REM FPARAMETRES AVEC DCMU
REM
GET A%
IF PA = | THEN GOTO 1000
FRE 1
HOME
FRINT “FICHIERS AVEC DCMU"
FOR I = 1 TO N4
HTAR 5: FRINT FM$(I)
MEXT 1
FR# O
GET A%
HOME
IF DC$ < » "DC" THEN GOTO 122
IF PA = 1 THEN GOTO 1110
PR# 1
FOR I = 1 TO N4
PRINT "FCHIER ";I
HTAB 10: PRINT "OFFSET = "355(I)
HTAE 103 PRIMT "F'o (AVEC FOND = ";NS(I)
HTAE 10: PRINT "Fo (SANS FOND = “;NS(I) - DD
HTAE 10: PRINT "F’'m (AVEC FOND) = "3 INT (VM{I) + NS(I} + .5}
HTAB 10: PRINT "Fm (SANS FOND) = "3 INT (VM{I} + NS(I) - DD + .5
HTAB 103 PRINT “Fum = "3UM{I)
HTAB 10: PRINT "SURFACE A = "3;SCID)
HTAB 10: PRINT "A/Fvm = “3SC(I) 7/ WM(I)
MEXT I
PR® O: GOTO 40
END
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ILO0AD YISUALISEATICN

ILIST

10 MHOME

200 HCOLOR= I

0 FPRINT "sssssgsssstcicnsssbipipidocsiss’
40 FPRIMT "= L
SO PRINMT " WISUSALISATION / IMPRESSION ="
20 FRINT "= &
TO FHINT "sssstsstssptssnrspissransnsbnss’

i FRINMT : FRINT
72 PRINT "CRCISIR UNME CPTIOM": PRINT

7 FRINT ¢ 1o VIEUALISATION"

74 PRIMT 2> MEMU"

7S5 PFRINMT : INFUT "CHGIZ 7 "3iCX

76 IF CX i OrR C¥ - 2 THEN GOTO i9

77 IF C¥ = 2 THEM GBGOT0 SS0

Fa  IF N1 Ms THEM GCTC Q&0

110 PRINT : INFUT "FACTEUR DE MULTIPLICATICN 7 “3;FA

120 INFUT "SUFERFOSE; <0> OUI, <1> NOM 7 ":SU

130 GO3UB 151G

140 PRINT @ PRINT : FRINT "mxs FRET A& CIOMMENCER =Ee"
150 GET As

160 IF N2 = N3 OR N3 = O THEN BO = N2

170 IF M2 = & THEM BO = NI

180 Us = 1

10 FOR I = 1 TO BO

192 IF N2 > O THEN GOSUBR 2000
194 IF NI » O THEN GOSUB 3000
200 [F US = O THEN GOTO 240
210 HGR2

220 HPLOT O,0 TO 279,0 TO 279,190 TO 0,190 TO 0,0
23 GOSUE 1370

240 IF N3 = O THEM GOTO Za0

280 FOR J = O TO 25

2460 X1 = INT (J #» 1.08984375) - (PR{(I) - 173}

270 IF X1 » 279 THEM X1 = 27

271 IF %1 < O THEM X1 = O

280 Y1 =  INT (S%{J,I) # 1.484375 # Fa)

290 IF Y1 < O THEN Y1 = O

S0 IF Y1 » 190 THEN Y1 = 190

J10 ¥l = ABS (Y1 - 190)

320 HFLOT X1,¥1

330 NEXT J

J40 IF N2 = O THEN GOTO 440

J50 FOR J = O TO 255

360 X2 = INT (J # 1.08984275) = (FT(IL) - 13}

70 IF TSY(I) = O THEN TS%{I) = THMAII}

B0 ¥2 = INT (MS¥%(J,I) * 1.484Z7S # FA / (TSAR{LY / THMU{IN})
JF0  IF X2 < O THEN X2 = 0

395 IF X2 > 279 THEN X2 = 279

400 IF ¥2 ¢ O THEN ¥2 = 0

410 IF ¥2 » 190 THEN ¥2 = 190

420 ¥2 = ABS (Y2 = 150)

430 HPLOT X2,Y2

430 NEXT J

450 GOSUB 1300

350 IF SU = O AND I < > EO THEN GOTD S20
70 IF IM = | THEN BQTD SZ

480 FR# 1

430 IF II = 1 THEN FRINT CHRS (9);"G2E"

1 =

san IF II =
S10 PR# O

THEM FEINT CHR$ {9);"G2D"



S2U
500
S4i)
45
330
Sl
ST
FI0
FaG
FTO
Ei=Ih

FFO
1M
1013
1020
1030
1
1320
LSS
10&E0
170
10830
1030
1100
1110
112G
1125
1179
1140
1150
1160
1170
1180
1190
1200
1210
22

1230
1240
125

1260
1270
1280
1290
1300
1310
132

1330
1340
1350
13560
137

1330
1390
1400
1410
1420
HE Jata)
1340
1450
1450
1470
14380
1470
1500

izl =E

Us = sU

NEXT T

GET As

PRINT CHRS (3)3"BLOAD CHATIN,AS2G,01"
CALL S20"MENU,D1" '
END '

REM

REM VISUALISATION DES FICHIERS DCMU
SEM
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FRIMT ¢ FRINMT "VISUALISATIOM DE5 FICHIERS OCMU. PRESZER UME TOUCHE E

HMTRE CHACUE FICHIERS. "™
FRIMNT @ INFUT "F=UCTEUR DE MULTIFLICATION 7 "3FA
[RMPUT "SUFERFGEE: <0 OUI, <13 NON 7 "3SU

GOsUR 1310
PRIMT : PRINMT * *xE FRET A COMMENCER LA I
GET AF

us = 1
FOR I = : TO 4

S0SUE 2000

IF Us = o THEN GOTO 1090

HBRZ : HELOT 5,2 TO 279,0 TO 279,1%0 TO 0,:190 TO 0,0
GOSUR 1390

FOR J = 0 TO 255

INT (J = 1.08983375) - (FT(I) - 13}

INT (MS%(J,I} * 1.48437% = FA)
X * 279 THEN X = 279
£ < O THEM ¥ =
¥ < O THEN ¥ =
¥ > 190 THEN Y
¥ = ABS Y - 190)
HPLOT X,¥

NEXT J

IF SU = 0 AND T < > N4 THEN GCTO 1230
IF IM = 1 THEN GOTO 1240

PR# 1
IF II
IF I
PR# O
GET AS
uUs = su
NEXT I
FRINT CHR$ (4):"BLOAD CHAIN,ASZ0,D1"
CALL S20"MENU,D1"

END

REM

REM SHUTTER OFENMING TIME

REM
YY = 180:X2 = S5 # 1.08984379 - 19
HPLOT X2,¥Y TO X2,YY + 10

HPLOT X2,YY TO X2 + 3,YY + 3

HPLOT X2,¥Y TO X2 - 3,YY + 3

RETURN

END

REM :

REM GRADUATION

REM

FOR K = 12 TO 242 STEF 2T
HE = Ko# 1,08933375

HPLOT KK,187 TO KK,190

MEXT K

FOR K = 0 TCO 190 STEF 19

HPLOT 0O,k TO 4,k

MEXT K

RETLAN

END

-
oy T T I T
[ I |

— e e

170

1 THEM FPRINT CHR#¥ (9);"G2E"
2 THEM FPRINT CHR# (9);"G2D"



Lol
- .-

[N
1S30
195
1364
1570
1580
1S9
HE-TRIN
:::'."_H;:
ol ) K]
LR iy
2030
pupa 1Y
Sl
2070
~08u
20940
=160
000
010
2029
030
T040
20350
2060
JOT
080G
TOF0

HEA
REM
REM
TNFUT
IF
PRINT "

B e

CHCcZs D

i
FRINT ™ {22
X

IMFUT
FETURN
MDD
REM
mEM
REM
PTiIl: = O
FOR J =t 70
[F ME%iJ,1
MEXT J

FTII) = 3 — &
RETURM
EMD
REM
REM
REM
PRI} =0

CaLCuL

CalLCul

FR{I}Y = 3 - 1
RETURMN
EMD

IMm = 1 THEN

1 THEM GOTG 2ugu

DEFSGAT EM 5

el o
s

i THEN GOTO 3070

(10 B I



=00
20
i
=%
T0
20
F0
1903
104
110
115
120

iy 4
oy

130
140
150
150
165
170
180
135
190
200
210
220
240
250

255

260
270
280
290
300
303
310
S20
330
240
345
350
380
70
380
370
4010
410
424
43

4440
A5
440
470
430
490
S04
=01

i SURF

HOME

FRINT
FRINT
FRIMNT
FRINT
FRINT

IF Fus

FRINT
FRINT
FRINT
FRINT
IF CX
[F CX
HOME
FRINT
HOME
INFUT
[F GG
INFUT
IF Im
FPRINT
FRINT
PRINT
FRINT
INPUT
INPUT
FRINT
FRINT
PRINT
FRINT
IF CC
M =
FRINT
FRINT
GOsUB
GOsSUE
us = 1
FOR I
GOSUR
IF GG
GOSUB
GOsUB
NEXT
HOME
GET A

&CE WIWN

B e s T
L - ‘_ i

"# SURFACE vivg =v

" w"

B T

F "FVYT THEM GCTQ I7G

: PRINT "CHOISIR UME OFTICHM"
:

FRIMT * 1+ AMALYSE OES SURFACES"

u L2 MEMU™

1 INPUT "CHOIxX & "s:ld

i CR C¥ T THEM GOTO 10
2 THEM GOTC Zao

t PRINT

"AVEC GRAFHIOUE, <9> OUIL., <1> NOM 7

= 1 THEN GOTO 280

"IMPRESSION, 0 OUI,1 NON ? "3;IM
= 1 THEN GOTQ 200

: PRINT "ECHELLE": PRINT
S B &

"2y 2t

"CHOIX 2 "3 11
"SUFERFOSITICN, O OUI, t NON 7 "3;SU
: PRINT "ACCROISSEMENT DES SURFACES"
: PRINT * “1> REELLE"

. <2> LOG."

t INFUT "CHOIX 7 ";CC

158

w35

= 2 THEN INPUT "ORDONMEE (O=(¥}) 7 "3%M

ABS (YM)

: FRIMT

" - ATTENDRE S.V.P. L aa
400

520

= 1 TO N3

&40 ;l—f.‘:.
= | THEM GOTO &t
880

1010

I

1 TEXT
F: PRINT

FRINT CHR# (4);"BLOAD CHAIN,AS20,DL"

CALL
END
REM
REM
REM
FOR I
FM{I)
SMiT)
FOR J

IF S%tJ, 1) > M

MEXT
SM{I}

MEXT
My = 0O

SZO"MENU,DL"

RECHERCHE DU MAX.

= 1 TO NT
= O
= Q:MAR o
= 0 TO 235

[2F

THEM MAX = SXi{J, [ sFMII)
J

= MAX

1

= J



& Ca
40 o0

L1 ChoLaorn CR

ST

O LA & 0 R e e
s

LR ofy CRCh L on

i
Sao o~y
e

&l
&2
HI0
&30
aod
&0
=N
&a3dn
530
T
T
TZ20

-
s

T4
TS0
T&0
THO
SO0
310
820
40
B850
8460
270
380
3570
FUO
20
FI0
F40
a0
FhHa
FTO
280
1000
1010
1020
1030
10as
1050
10&0
1070
1030
1090
1160
1113
112G
1140
1150

1155

FOROT = 1 TO NI

EoemiIly 0 T 0OR FMOI - 252 TREM GOTO 513
M = SRIPMIIY — 2,10 = = T + SWIFMITY - 1,15 » |2

+ SLAFMATS o+ 1,0 % 12+ SUAMILY + Z,I00 = - I
SMIIY = ML S TS
ML = O

MEXRT I

FETURN

REM

~EM  RECHERCHE DU DEFART

~EM

FOR [ = 1 70 MIsPTHI = gz MEET I

FOR I = t TG nZ

FOR J = O T 235

I= 3wid, Iy = 1 THeEM GOTO &1ad

MEXT J
FTAIr = 0 =

HEXT I

RETURM

REM

FREM IMTEGRATION

FEM

FOR J = 0 TO J5353:74(3) = O3 MEXT J

+ N

SCI{IY = d:4ADD0 = O

IF PT(I) = o THEM FTI(I) = 1

FOR J = (FT(I} + 1) TO FPMCI}
ADD = {SMil) = S¥W(J = 1,0}) + (BMII} = S¥(J.1))
~ADD = ADD £ 2

IF ADD < O THEM ADD = O

SC(I) = ADD + SC(I)
TiJ) = SC(I)

MEXT J

HOME : PRINT

FRINT “AIRE A “3;I:;" = “;3C(I)

PRINT "A/Fp "3I3" = "33C(I) / SM(D)

PRINT
IF GG = 1 THEM GOTO gzg‘

FRIMT "#x+ PRESSER POUR LES GRAFHIQUES #*#=%"
CET a¥

RETURN
REM _

REM CALCUL SURFACE POUR GRAFH.
REM

FOR J = FPT{I} TO PMII)

IF CC = 2 THEN GOTO F&0
TiJy = (SC(I} = TiJ)) s SCA{I) + 190

GOTQ 980

IF {SCA(I}) = T{J¥) < = 0 THEN GOTO 730
TiJY = LOG ((3C{I) = T&Jr1 4 SCLIy) # {190 5 Y¥M)
NEXT J

RETURN

REM

REM GRAFPHILUE

REM .

FOR I =1 70 M3

IF Uus = O THEM GOTO 11090
HCOLOR= 3

HGERZ

HFLOT 0,0 7O 279,03 70 279,190 TO ©,190 T4 0,0
GOSUE 1300

FOR J = PT(IY TO PMIID
¥ = T(J)
¥o=  f[/Rs oYl

IF % < O THEM ¥ =

IF ¥ & 1394 THEM ¥ = 130
TE ¥ = 279 THENM ¥ = 279
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11&0
1ET0

4 4 -

1171
1130
1120
12040
1210

1220

12340
12E0

1250

1260
L2770
1230
1290
1200
1220
1330
12480
1350
1260
12370
128G
1390
1400
1410

A= 0 o+ 1.085%584779
IF CC = 1 THEM ¥ = (190 = ¥
[F CC = 2 THEM ¢ = ¥
HFLOT i,%¥
MELT J
GET &%
IF 23U
IF Im
FE# |
IF I1
IF It
FR4 O
Us = 55U
MELT I
RETURM
REM
FEM  SCALE
REM
FOR K o= 0 TO 190 ZTER 17
HFLOT O, 7O 4,k
‘MEXT K
FOR ¥. = © TGO 280 STEFP 28
IF & = 279 THENM k. = 279
HFPLOT k,187 TO K,190
HNEXT K
RETURM
EMD

o]

iwon

THEM GOTO (275

[

THEM FRINT CHREF
THEM FRIMT CHRE

]
o

anD T - e THEWM

GGTO

(5
AR

e e
=

Fiv)
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W e

o oo

o0 s

el I N T
O ) O LA = s s L0 P e
[l e T R S

150
=0
210
220
230
240
250
254
260
270
00
305
210
220
33
240
290
355
&0
S70
Z80
S00
S10
520
530
sS40
S50
Sa0
aS70
380
S70
SO0
&10
620
&30
&40
&S0
&80

DER

HOME

FRINT
FRIMT
FEINT
FRIMT

L T
™AL

MWe 1

L i e e £ ) e 1
b 2 1 e -
= £ £

1 0] =4

a
.-4 "

b b
=z
-

e

A

m T

X
0

REM
REM
HOME
INFU
FRIM
PRIM
FRIM
INFU
FOR
IMPU
T(I)
MEXT
PRIN

= Z
==

IvE

D e e o e e e
e [
" SCLST=. DE LA DERIVE ="
" &
B e L o e e

= G THEM SOTS 1o0G
"CHOISIR UNE CGPTION"

i> 30USTR. DE LA DERIVE"
w -' : - HEr_:u )
IMFUT “CHOIX 7 "“3CT
T * 2 CRCT < 1 THEMN GOTO 19

. |

LECTURE DU FICHIER DERIYE

: FPRINT : FRINT
T “MOM DU FICHIER DE LA DERIVE 7 "3FI$
T =+ PRINT "=x% ATTEMDRE S.Y.F. #x%"
T CD$"OFEM "FIs",D2"
T CDE"READ “FIsf
T Ti%
1 =0 TO 2%
T Y%
= Yyn - 128
I
T CD#"CLOSE “FI#

GOSUB 300

Gasu
GOTO
REM
REM
REM
FOR
FO =
MEXT
FO =
FOR
T(I)
MEXT
RETU
REM
REM
REM
FOR
Fi =
P2 =
NEXT
F1 =
FS =
FREM
REM
REM
FOR
FOR
Shid,

B SO0
L1000

MOIN OFF3ET

I =170 &
FO + T(I}
I
FO /7 &
I =0 TO 255
= T{I) - FO
I
RN

ANALYSE DE LA DERIVE

I =170 &
Pl + T(ID
F2 + TIi244 + I}
I
Pl 7 &:F2 = P2 / &
(P2 - P1) / 254

SOUSTR. DE LA DERIVE
I =1 70 02

J = 0 TO 255
I} = 1INT (SLiJ,I} — {(F3 + J) + FPl1) +

MEXT J
NEXT I

aa)
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]

L
LY
L0220

1020

RIETiJRM
FEM
FRIMT  CHRF (4):"BLI8D CHAIN . ASZO, 00"
CALL S24"MENU,DL™
EnD
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L gﬂ MOIN F3
J_i13

]
20
T
a0
S0
&
T

-
8

30
Fi)
2
1L

]
4o

113
124
130
140
150
180
170
170
200
219

— -
———

23
230
Z3
260
270
230
290
J00
310
320
it
340
=0

-
355

360
380
390
400
310
420

HOME
PRINT
FRINT
PRINT
FRINT
FRINT
L
PRIMT
FRINT
PRIMT
PRINT
FRIMNT

iIF MG -
IF NG =

IF NG
FRIMT
IMFUT
IMPUT
FOR I
MS(I)
MEXT
FRINT
FRINT
FOR I
FOrR J
MS3%(J,
IF M5

B et R R Tl T
"o *ll
"e SOUSTRACTIAN QU Fo "
e L
R IR R R L L e L
> M4 THEM SOTO 290
@ FRINT
"SOUSTRACTION 1> YARIABRLE"
" =r FIXE"
" T MEN"
IMPUT "CHGIZL 7™ "NG
OR NG » T THEM  GOTO 10
I THEM  GOTI 250
1 THEM GOTO 3249

H

"MIYEAU DE FOND 7 "3;DD
"MIVEAU Fo© 7 "iNS
= 1 TO N4
= N5
H

: PRINT

" Y ATTEMDRE S.V.P. -t

= 1 TO Na
=1 TO 255

I) = INT (MS%(J,I) = NS(I) + .5
%(J,I) < O THEN MS%(J,I) = O

MEXT J

NEXT
OCs =
PRINT
CAaLL
MG
REM
REM
REM
FRINT
INPUT
FOR I
INFUT
FRINT
NEXT
G070
END

I
JIDCII
CHR¥ {(4)3;"BLOAD CHAIN,ARS20,D1"

S20"MENU,DL"

SOUSTRACTION YARIABLE

: PRINT

"MIVERU DE FOMD 7 ";DD
= 1 TO M4

“MIVEAU Fo (I} 7 "3NS(I)

I
200

3
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108D SURFACE DOMU

ILIST

10 HOME

T PRINT "sesppgpsdrdrtrsremps"

T O PRIMT " * "

40 PRIMT "= SURF&CE DoTHU L

S0 FRIMNT = -

G FRIMT " e e i e i g

TidoOIFE M1 & M4 THEM GOTO 220

=[] ir oCE - »orOC" THEN SCTO 220

FOooOFRINT

Lini FRIMT “CAaLCUL Far

105 FRINT

110 FRIMT U 1 FOIMT MAR. Y

iZir PRIMT L2 PLATEAU MOYEM"

140 PRIMT o RIEM"

150 FRIMT

140 PRIMT @ I[MFUT "CHOIX 7 ":0CX

170 IF C¥ = 3 THEM GOTO 2460

a0 GOsSUR 3cs

199 [F CY = | THEM GOSUR 230

200 IF CX = 2 THEM GOSUEBR F20

210 GOSUB S30

220 51& = "51

230 FRINT =@ FPRINT © LR FRESSER ~OUR LE ™MEMU T T

240 GET AF

250 PRINT

2580 PRINMT CHREF (4)3;"BLOAD CHAIN,ASZO,DLM

270 CALL SZOo"MEMU,DL"

80 EMD

290 REM

30 REM RECHERCHE DU FOINMT MAX.

10 REM

20 FRINT

330 PRIMNT " F ATTEMDRE S.W.F. E 2

40 FOR I =1 7O M4

20 FOCIY = 0

Je0 VMI{I) = Q:MAax = O

IF0 O OFOR J =1 TO 255

B0 IF MSXNIJ,IY > MAX THEM MAX = MEMNIJ,I}

P00 IF MSW(J,I) = MAX THEN POCIY = J

400 MNEXT J

410 YMII) = MAX

420 NEXT I

420 MY = 0O

340 FOR I = 1 TO N4

450 IF POI(IY < 3 THEM GOTO 430

a0 IF PO(IY > 2522 THEWM GOTO 470

470 MY = MSXPO(I) - 2,1} # = T + MSUIPO(IY — 1,1V % 12 + MSW(PO:{I), I}
17 + MSUPOCI)Y) + 1,10 # 12 + MSU(POC(L) + 2,1} ®# =3

430 YMAIIY = MK/ 35

490 MY = O

S00  MNEXT I

S1i0  HOME

S20 FPRINMT

S-o0 FOR I =1 7O M4

S840 PRIMT "FSINT MAR. "3 Iz "syMOLY

S50 MEXT I

S50 PRIMT

5730 RETURN

330 REM

*



=918
i3y
all
520
&£I0
=T Th]
H50
A&l
&y
230
TR
r K
720
T
Ta0
T
Tal
7T
730
TFO
2o
a2l
220

]
340
a5a
8&4
avh
530

REM  INTESRATION PaR SIMPSOM (N=1)
RIEM

FOR T = 1 TO N3

3Ci{1) = GiADD = O

FOR J = (PM{I; + 1 TG 0S5
BDD = (YMII) - MSHIS — 1,100 +« uMil) =
ACD = &DD / 2

IF ADD O THEM ALL = o
SC(TY = SC!I; + ALD

NEXT J

MEXT I

FOR [ = : TO M4

PRINT “"SURFACE "sI:" = ":3CiI}
MEXT I

FRINT

FOR [ = 1 TO M4

FRINT “&/Fwvm “3[:" = "33C(I} /7 WM{I}
MEXT I

RETURMN

EMD

EMD

REM

REM RECHERCHE DU DEF&RT

REM

FOR I = 1 TO M:PM{I} = O3 HEXT I

FOR I =1 TO N4

FOR J = 1 TO 255

IF MS%i{J, I} I THEM PMNII} = J
IF M5%{J,I) > 1 THEN GOTO 890
NEXT J

890 PN(IY = J - 1

00
F10
240
FI0
F30
FS0
50
FT0
280
FFO
1000
1010
1420
1030
1340
1050
10460
1070
1080
1090
1100
1113
1120
1130
11480
1150
1150
1170

NEXT I
RETURN
REM
REM CALCUL DU PLATEAU MOYEN
REM
PRINT '
FRINT "BORNES DE CALCUL (0-=-25&)"
INFUT MIN. 7 "3K1
IF K1 < 0 Or K1 > 295 THEN GOTO 970
INPUT MAX. 7 "3K2
IF K2 « 0 DR K2 > 255 THEN GOTO 990
FPRINT
PRINT " %%  ATTENDRE S5.V.F. "
FOR I = 1 TO N4
MX = O

IF K1 < PN(I) THEN Ki = PNII)
FOR J = K1 TO K2
MX = MX + MS%(J,1)

NEXT J
UML) = MX / (K2 = K1 +« 1)
NEXT I

HOME

PRINT

FOR I = 1 TO N4

PRINT "VALEUR MAXIMUM "3;I3” = "3;VM(I)
NEXT I

RETURMN

EMD

=

Menid.I)i
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ILOAD MORMALISATICH

JILIST

10 HOME

S FRINT "#sssspssrsbisiissscannein’
23 FRINT s =
40 PRIMT “= MGREM., ET7 MULT. &
S FRINT "= ="
S FRINT "essssstssrvnnssserbeaas’’
7 FRINT : PRINM

80 [F M1 - LoME TeED SOTO 270

90 IF DCs o "DC" THEM GOTO 270
10 IF S1F - So'sLT THENM S0TO 270

119 PRINT "CHOISIR UNE CPTION"
120 FPRINT

i3 FRINT *© “i> P/R AU mMad. DES COURBES”
140 PRINT " <2> P/R A UNE COURBE"™

150 PRINT “3- P/R A UNME COMSTAMTE"

180 PRINT " 4> MULT. ParR UNE COMSTANTE™
170 PRINT ® <S* MEMNU "

180 FPRINT

190 INPUT "CHOIX 7 "3CH

200 IFCX < 1 OR Cx > S THEM GOTO 10

210 IF CX = 5 THEMN GOTO 27

220 [F CX = 1 THEN GOSUEB Zo00

270 IF CX = 2 THEN GOSUB 430

240 IF CX = 3 THEM GOSUB Sa&0

250 [F CX = 4 THEMN GOSUB &90

270 PRINT CHR¥ (4);3;"BLOAD CHAIM,ASZC,DL"
280 CALL SZ0"MENU,DL™

290 EMD

J00  REM

310 REM F/R MAX. DES COURBES

320 REM

325 PRINT : FRINT * ##% ATTENDRE SVP ##s"
IJJ0 Y =0

J40 FOR I =1 TO N4

IO IF WMLy = » ¥ THEM ¥ = YMLI)

60 MEXT I

J70 OFOR I = 1 TO M4

380 FOR J = 0 TO 2355

370 MBU(I,I) = MSL(J, I} * (¥ / YM(I})
400 MNEXT J

410 NEXT I

420 RETURMN

430 REM

440 REM P/R A UNE COUREE
450 REM

460 FPRINT

470 INFUT "QUEL EST LA COURBE 7 "3CR
480 IF CR » N4 THEN GOTO 470

490 ¥ = VMICR)

4935 FRINT : PRINT " =w# ATTEMCDRE SWF sss"
S00 FOR I =1 7O N4

S10 FCOR J = O TO 255

S20 MSM(J,I) = MSLIJ,I} = (Y / YM{D))}
S30  MNEXT J

540 NEXT I

530 RETURM

S&0  REM

S70 REM P/R A UNE CONSTANTE

580 REM
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FRIMT

INFUT "GUEL EST LE MAd. Jloo=175) 7 "y 0B
iF C Coihid OR CEROCOLTE THEM  GOTO S

¥ = CB

FRINT FRIMT " wes  ATTEMDRE SVYF  w=s!

FOR I =
FOR J = o TO 223
)= MSYIT, L0 e i/ UML)

HEXT T

FRETURM

REM

EEM MULT. FAR UME CCONSTAMTE
REM

FPRINT

INPUT "FACTEUR DE ™MULT. 7 "3¥

PRINT : PRINT "  #»# ATTENDRE SVFP s=s"
FOR I = 1 7O M4

FOR J = O TO 295
MSHIJ, 1) = MSR(J,I) » ¥

IF MS%iJd, 1) > 190 THEN MS%{J,1) = 190
NEXT J

[Tl

MEXT 1
RETURN
END
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ILOAD Fum—F*

LIS

14
0
i
240
=10
&l
T
El:i
I
10
103
104
107
108
107

e
aivd

120
150
140
160
165
170
180
190
200
205
207
210

am
e

230
240
250
260
270
280
290
00
10
=20
330
Z40
350
2460
370
ut=ly
370
400
3410
420
420
430
450
460
870
430
490
S0
510
o2

==

T
HOME
FRINT "ssrstsasmsipidssisndess'
FRIMT "% ! *
FRIMT "% LIG (Fwm—F{tJ) '
FRINT "= L
FRIMT "s=sdiifitiitstidiipenn

IF M1 < S M4 THEM  GOTO 2040

IF DCs - woMDCT THENM  GCTO Zo0

IF 51% < oMLY THENM G070 34w
FRINT

PRINT "CHOISIR UME OFTIOM

FRINT

FREINMT " 1> CALCUL LOG(Fwm—Ft} "
FRINT ~ <2 MEML"

FRINT = INPUT "CHOIX 7 ":iCX

IFCY < 1 ORCX > 2 THEN GOTC 10
IF CX¥ = 2 THEN GOTO 300

FRINT

INFUT "3SUR IMPRIMANTE, O OQUI, 1 NOM 7 ":IM
IF IMm = 1 THEN GOTO 2040

PRINT " PRINT "ECHELLE™ : PRINT
FRINT " <1x 1X”

FRINT * 2> 2%X*"

FRINT : IMNFUT “CHOIX 7 *:II

INFUT "SUPERFOSITION, O OUI, ! NON 7 "3SU

INFUT "ORDOMMEE ¥ (O—(=¥)}) 7 "“:%M

IF ¥M > O THEMN ¥YM = — ¥M

PRINT = PRINT : FRINT "#x=x ATTENDRE 3.%.P. LR
s = 1

FOR I = 1 TO N4

GOSUB 420

GOSUB 330

GOsSUB S00

MEXT I
HOME : TEXT
FRINT ¢ PRINT " #x% ATTENDRE S5.V.P. ##*x"

FRINT CHR® (41;"BLOAD CHAIM,ASZO,DL"
CALL SZO0"MENMU,D1"

EMD

REM

REM CALCUL DE LOG{(Fwm-=-F({t))
REM

FOR J = 1 TO 255
ST = 1 = TtJ)

IF ST <« = 0 THEM GOTO 400
T(Jy = LOG (ST}

MEXT J

RETURN

REM

REM TRANSFERT ET MNORMALISATION
REM

FOR J = 1 TO 255

T(J) = M8LJ, 1Y / WMD)

MEXT J

ReETURN

EMND

REM

REM GRAFHIQUE
REM

TE 112 = N THEM RATA =TA



Fl

HCOLDR= T

HER2

HEFLOT Q,0 TH 279,0 ™0 279,190 T 4,190 7O a,0
FOR J = 1 TO 255
o= T4J) & (130
¥ o= ABS {Y¥)

IF ¢ & O THEM ¥ =

IF Y 3 150 THEM ¥ = 190
2= J = |,087984375

HELOT ¥,¥

ABS (YMY D

9 AMD I ¢ Ms THENM GOTO 720
THEM GOTaQ 720

.
|
[S)
b 4
JFT|
=

1 THEN FRINT CHR$ (F):"3IZg"
T THENM PRINT CHR$ (55:“32D"

-
-

-

e
Wil
I
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JLORD ALFHA BETA

JLIST

10 HOME

20 FRIMT “"#fssstrissmsssrrbnasns’
FOPRIMT e L
A% FRIMT "% RC ALPH& ET7 BETA =
S0 FRINT "= L

&4
T
St
Fo
L NTh
114

[
[
[

e e i gt e
BEDED b= i = e
b

F
1
=

X R .

FRINT "#+sssrrsbsstirrrisdbss’
IF M1 = * M& THEM GOTO Z%0

IF DCs < o “"BC" T=EM GOTO 399

IF St¥ < * "31" THEN GOTO Z79
FRINT

PRINT "CHOISIR UME OFTION"

FRINT

FRINT 1% CALCUL RC ALFHA-BETA"
PRINT * 2> MENU"

FPRINT : INPUT "CHCIX 7 ":CX

IFCx < { OrR CX > 2 THEM GOTO 14
IF CX = 2 THEN GOTO 70

FPRINT

IMPUT "SUR IMFRIMANTE, O OUI, 1 NOM 7 "3 IM
iF IMm < 29 OR IM > 1 THEMN G&GOTO 130

IF IM = 1 THEM GOTO 190

PRINT

FRINT "ECHELLE"™

PRINT

FRINT " <1 LE"M

PRINT *“ <2> 2X"

PRINT

INPUT "CHOIX 7 “3II

INPUT "SUFERPOSITION, O OUI, 1 NON 7 ";3U
HOME

INPUT "ORDONNEE Y (O—(=Y)) 2 "3AY

IF AY > O THEN AY = - AY

IMNFUT "max., X (1-25&8) 7 "31AX

IF aX < 1 OR AX > 2556 THEN GOTO 210
PRINT

FRINT "MAX. DES COURBES"

FRINT

PRINT * <12 AUTOMATIGQUE"

PRINT " £2> MANUEL"

PRINT : INFPUT "CHGIX 7 “iMF

IFMP < 1 OR MP > 2 THEM GOTO 215
IF WP = 2 THEN GOSUB 1Q00

IF MP = 1 THEMN GGSUB 1030

FRINT : PRINT
RC#% = “RC"

FRINT ©» o ATTENDRE S.V.P. *ex"
GAOSUE 420
us = 1

FOrR I = 1 TO M4

GOSUE 530

GOSUR &&60

GOSUB 730

MEXT I

HOME = TEXT

FRINT = PRINT "=xs ATTENMDRE 5.V.P. "

FRINT CHR$ (4):;"BLOAD CHAIM,ASZO,D1"
CCalL S2avmMENU, 22"
eMD

(== ] -
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RT™ N

2720 REM  RECHERCHE DU ZERART
440 REM
450 FOR I = [ TO Ma:FT:I: = O3 MEXT I
450 FOR [ = i 7O N3
470 FOR J = {1 TO 255
480 IF MSEI{J,I) < 1 THENM PTLIY = ]
490 IF MSLMJ,T) - 1 TREnM  50TO Sio
SO0 NEXT J
S10 PTLI) = 7 =1
=20 NEXT I
ST0  RETURH ’
sS40 REM
S50 REM INTEGRAT IO
Safl  REM
570 SCHLI) = yADD = O
80 FOR J = (PTII: + 1) TO 253
S0 A0OD = (SMII} = MEXU{T = 1,1V} + (BMIL) = MSN(3,1))
at aDD = ADD S 2
&10 IF ADD < O THEN ADD = O
&20 SCily = ADD + SCi1
&30 TiJy = SCi1:
&40 MEXT J
650 RETURN
&40 REM
&70 REM CALCUL DE LOG(SC-U%) /5C)
&80 REM
&90 FOR J = PT(I) TO 2S5
FOO T{J) = {SC(I) = TiJiy # SCHLI)
10 IF Tid) « = ) THEM GOTO 73
F20 T{JY = LOG (T(J)
730 MNEXT J
Ta0 RETURM
=0 REM
7580 REM GRAPHIGQUE
770 REM
780 IF US = O THEM GOTO 820
730 HCOLOR= 3
800 HGRZ
810 HPLOT ©,0 TO 279,0 TO 279,190 TO 0,190 7O 2,0
820 FOR J = PT(I) TO AX
830 ¥ = T(J) # (190 / ABS (AY))
B40 ¥ = ABS (Y¥)
850 IF ¥ < O THEMN ¥ = 0O
B&O IF ¥ > 190 THEN ¥ = 190
B70 X = J # (279 / AX)
830 HPLOT X,Y
890 NEXT J
F00 GET Af
F10 IF SU = O AND [ < > N4 THEN GOTO 970
20 IF IM = 1 THEN GAOTC 970
0 PR# 1
950 IF II = 1 THEMN PRINT CHRS$ (F);"GZE"
50 IF II = 2 THEN PRINT CHR$ (9):"G2D"
Fal PR# O -
70 US = 55U
80 GET A%
FFO RETLAM
1000 REM
1010 REM INFUT MAMUEL DES MAX.
1029 REM
1030 FOR I = 1 TO N4
1040  INPUT "MAaX.= "3SMIT)
1050 NEXT I
1060 RETURKN
1070 END

LT

e
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P = L

a:jq:_'l
1100
1110
1120
1130
Lid
1 L350

REM
REM
FGR

SMiLl

I

INFUT SUTO.

=i 70 H

= YMiL}

MNEXT I
RETURM

END

JES MAX.
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JLOAD ALFHA

ILIST

10 HOME

70 PRINMT "sesstzcrsspiscetinppaiuis”

I3 PRINT "+ o

40 FRINT "= CZALCUL CU RC ALFHA =7

00U FRINT = -

G FRINT st sfis gttt tasessapbdErfe’

TQ [F M1 < > M3 THEN G072 259

75 FRINT

7& PFPRINT "CwROISIR UME OPTIOM™

77 PRINT

8 FRINMT * 1 CALCUL OU ALPHA ™

7P OFRINT " L2 MENG"

a0 FERINT INPUT "CHOIZ 7 "sCX

31 IF CX L OJR CE 5 2 THEM GOTO Lo

82 IF CX = 2 THEM 3CTC 254

F0 FRINT @ IMNFUT "3UR [MFRIMANMTE, © QUI, 1 MNOMN 7 "3IM
?1 IF IM = 1| THEM GOTO 100

F2 FRINT : PRINT "ECHELLE": FRINT

92 FPRINT © D

F4 FRINMNT " L2 2E"

95 PFRINMT @ IMPUT "CHOIX 7 ";II

100 IMPUT "SUPERFOSITIOM, O QUI, 1 NON 7 "3SU
110 GOSUB 1120

120 FRINT : FRINT

130 PRINT * ErYs ATTENDRE S5.V.P. e
140 GOSUB =30

170 US = 1

130 FOR I = 1 TO N4

190 GOSUEB 700

200 GOSUE 819

210 GOsue 919

220 NEXT I

230 HOME : TEXT

240 PRINT : PRINT "=== ATTEMNDRE S.V.F. P
250 FRINT CHR$ (4);"BLOAD CHAIN,ASZO,DL"
260 CALL 320"MENU,D1™

270 END

580 REM

90 FEEM RECHERCHE DU DEFPART

800 REM

&10 FOR I = 1 TO Ma:FT(I) = Oz MNEXT I

420 FOR I = 1 TO N4

&30 FOR J = 1 TO 255

&40 IF MSL(J,I) < 1 THEN PT{(I) = J

&50 IF MS¥%(J,I1) » 1 THEM GOTO &70

&40 MNEXT J

&70 PTIIY = J = 1

&80 NEXT I

&30 RETURM

700 REM

710 REM INTEGRATION

720 REM

730 SC(I) = QealD = q

740 FOR J = FTU(I) TO 253

750 ADD = (WM(IY = MSU{T = 1,13y + (WMEI) = MSE{J,I))
7460 ADD = ADD / 2

7585 IF ADD < O THEM &0D = O

T70
780

SCiIy

= ADD + SCILI)

TiJy = SC(I}
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Fft
= 1aTh]
314
g8z0
30
840
3sa
cad
gra
350
g0
FOO
Flo
F20
FT0
A0
IS0
780
FTO
980
FIG
100
1010
1020
1025
1030
1040
1050
10460
170
1480
10835
1030
1100
1110
1120
1130
1140
11350
1170
1172
1173
1180
1185
1187
1189
1190
1200

MELL J 174

FETURN

FEM

~EM CALCUL DE (3SC-T:/3C

REM

FOR J = PTII} TO 25=
TtI) = (SCLI) = TEIys 7 SCils
TiJ) = Tigy - (BM = {i - E¥P : - /5
IF Tddy - = O THEM GOTO 394
TIIY = LOG (T<J))

NEXT J

RETURN

=EM

REM GRAeFHIOU
REM

IF Us = 0 THEM GOTD 2ga0

HCOLOR= 2

HGEZ

HPLOT 0,3 TO 279,00 74 279,170 7O 90,190 TQ o,0
FOR J = PTI(I) TO 258
o= T{J) # (130 7/ ABRS (FMY:

¥ o= ARS (V)

LAk}
¥
-

m

IF Y « O THEN ¥ = &
IF ¥ > 190 THEN GOTO 1040

X = J # 1.08984375

HPLOT X,Y¥

NEXT J

GET A%

IF SU =0 AND I ¢ > N4 THEN GOTO 1110
IF IM = | THEN GOTO 1110

FR# 1

IF II = 1 THEN PRINT CHR$ (9);"GZE"
IF Il = 2 THEN FRINT CHR$ (F);"GZD"
FR# O
us = su

RETURN

REM

REM ENTREE DES DONNEES

REM

INPUT "BETA MAX. EN ¥ (O-=(-K}} 7 ";BM
IF BM > O THEN BM = - BM
2M = EXP (BM)

INPUT "PENTE BETA 7 ":;FB
FB = ABS (FB)

INFUT "ORDONMEE Y (O-=-(=¥)) 7 ":;PM
IFPM > 0 THEN PM = = FM

RETURN

END



NON 7 "3IM

LE 2

= M5%R{d,1))

JLOAD DELTA A DCMU

ILIST

19 HOME

20 PRIMNT "#ksisddsdibpmsssibibadsrnss’

o FRIMT "= -

47 PRIMT “"# SURFACE & WS Fwm DCHMU ="

S0 FRINT "= .

&1 PRIMNT "+#sssssrsbsrdodbpssnssnnas’

7o IF DCr = “DC" THEN 130TO 2640

0 IF Sif = "S1" THEN GOTO 2580

21 FERINT : FRINT "CHOISIF UME OFTICH™
232 PRINT : ERINT © 1 CALCUL A~ WS F"
8- FRIMT * <2r HFMEML"

84 FPRINT : IWFUT "CRHOTL 7 "3CH

35 I Cy¥ - t Jr CX 2 THEM 30TQ 10

38 IF CX = 2 THEN GOTO 250

F0 PRINT : INFPUT "IMPEESSIONM, O QUI, <13
100 IF IM = 1 THENM GOTOD 140

105 PRINT : PRINT "ECHELLE": PRINT

1190 PRINT " LL> 1X"

120 PRINT * <23 2%A"

130 PRINT : INPUT “CHOIX 7 “3II

140 IMNPUT "SUFERFOSITIOM, O QUI, 1 NON 7 "3S5U
150 PFPRINT

160 PRINT " - ATTEMNDRE S5.V.F. o
170 GOSUB 290

180 UsS = 1

190 FOR I = 1 7O n4

2040 GOSUB 410

219 GOsuB =30

220 GOSUE 510

230 NEXT I

240 HOME : TEXT

220 PRINMNT = PRINT “*++ ATTENDRE 5.V.P.
240 PRINT CHR¥ (4):;"BLOAD CHAINM,ASZ20,DL"
270 CALL SZ0"MENU,D1™

280 EMND

290 REM

300 REM RECHERCHE DU DEPART

210 REM

J20 FOR I = 1 7O ME:PTCI) = Gr NEXT I
330 FOR I =1 TO N&

340 FOR J = 1 TO 255

360 IF MSX{J,I) > 1 THEN GOTO 380

370 NEXT J

380 PTII) =3 -1

390 NEXT I

400 RETURN

410 REM

420 REM INTEGRATION —

430 REM

440 SC(I) = Q:ADD = O

450 IF PTI(I) = 0 THEN PT{(I) =1

450 FOR J = PTI(I) + 1 TO 2=%

470 ADD = (VMII) = MEL{J - 1,I)) + (WMD)
475 IF ADD < O THEM ADD = ©

430 ADD = ADD » 2

490 SC(IY = ADD + SCH(I)

=00 TiJ) = SC(I)

S10 MEXT J

520 RETURN

=7n  OCM
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i
o

i)
S70
SBO
S99
SOHD
513
e

2>0
&40
]
&40
&7
add
&HF0
Ty
710
720
70
740
TS0
Tail
TT0
780
770
800
aio
820
= e
B840
350
B&
870

aao

FO0
Fi0
20

S0
F40
50
FE0
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REM CALCUL DE LOG{SC-U%)/SC:
REM
FOR J = FT:1} TO 25%
TiJy) = Ti3y 7 3C0L:
IF Td1) = 0 THEN GOTO S90
MEXT 3
RETURM
REM
REM GRAFSHICUE
REM
IF Us = & THEM GOT3 490
HCOLGR=
HGRZ
HELOT o,3 T3 280,49 T 230,190 70 0,190 TO G,0
GOBLE 386G
FOR J = =2Til) TO 222
o= (ME%iS,1) 5 MMID)) o+ 250
¥ = Tii; *= 190
IF Y < O THEN ¥ = O
IF Y » 130 THEM Y = 130
¥o= 190 =
HFLOT X,
MEXT J
IF SU =0 AND T < > N4 THEM GOTO 820
IF IM = + THEM GOTO 830
FR# 1
IF I1 =
IF I1
FR#% O
us = su
GET Az
RETURN
REM
REM SCALE
REM
FOR K = ¢ TO 190 STEP 19
HFLOT O,k TO 4,K
MNEXT K
FOR K = 0 TO 230 STEF 25
HPLOT K,187 TO ¥,190
MEXT &
RETURN
END

o

THEM FPRINT CHRE (9)3;"G2E"
THEM PRINT CHR® (9)3"GZD"

P =





