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Principe 
•  Imagerie par microscopie non linéaire :  

ü  interaction à 2 photons au sein d’un milieu [1],  
ü  complémentaire à imagerie fluorescence.  

•  Molécules du milieu : absorption de 2 photons basse fréquence à 
émission 1 photon fréquence double.  

•  Réponse optique spécifique des constituants “harmonophores” naturel du 
milieu :  
ü  principalement science médicale : collagène fibrillaire [2-3], 
ü  biologie végétale : chloroplaste [4] + amidon [5].  

•  Laser Titane-Saphir femtoseconde accordable (λ = 800 nm) :  
ü modulation d’intensité par effet électro-optique Pockels, 
ü  balayage par miroirs oscillants, 
ü  positionnement motorisé de l’échantillon.  

•  Détection signal SHG en transmission et en réflexion :  
ü  filtre passe-bande centré 400 nm (largeur 50 nm),  
ü miroir dichroïque (réflexion) et passe-bas (transmission) 

pour éliminer les photons à 800 nm,  
ü  photomultiplicateur rapide couplé à compteur de photons 

(Hamamatsu).  
•  Construction d’une image SHG photon par photon.  
•  Exemple : image 100x100 pixels avec 100 balayages et 

pixeltime = 10 µs à temps d’acquisition = 10 secondes.  

Imagerie non linéaire de génération de second harmonique (SHG) 

Mécanisme de la génération de second harmonique. Ex. : échantillon excité 
800 nm produisant un signal SHG à 400 nm.  

Montage expérimental 

		

Au sein d’une semence : 2 organes essentiels  
•  embryon : division cellulaire à plante adulte,  
•  réserve d’amidon à ressources énergétiques pour le développement 

de la plante.  
Mesure SHG pour une caractérisation du contenu en amidon :  
à pronostic de la croissance de la plante, 
à différentiation selon les génotypes. 
Application sur betterave sucrière (Référence AWP4-1306 du programme AKER) 
En particulier : selon la polarisation du rayonnement incident [6] à  
•  localisation,   
•  orientation cristalline dans les grains d’amidon.  

Application à des semences végétales 

Image SHG en réflexion d’une semence de 
betterave sucrière sectionnée  

Évolution du contraste 
SHG en fonction de la 

polarisation du laser 
(schématisée par les 

flèches en haut à 
gauche de chaque 

image) 

Image optique (a) et SHG (b) en réflexion d’une semence de betterave sucrière (coupe histologique 10 µm)  
obtenue avec objectif X10. (c) détail SHG sur quelques grains d’amidon obtenu avec objectif X60 ON=1,2. 
Une structuration du grain d’amidon à l’échelle submicrométrique est nettement visible.  


