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Préface

L’expérimentation est au service de l’explication des phénomènes biologiques. L’approche forme aussi au mode de pensée expérimental, par un va-et-vient indispensable entre les idées explicatives, qu’on appelle hypothèses, et les faits naturels et provoqués par l’expérience. En outre, elle est reconnue par les enseignants comme un moyen de motiver leurs élèves à partir de données concrètes, dans les situations d’acquisition des connaissances relatives au fonctionnement du vivant.

Cependant, notamment du fait de son recours à l’électronique et à l’informatique, l’expérimentation mise en œuvre par les chercheurs se coupe de plus en plus de celle qu’il est possible de réaliser dans les laboratoires de nos établissements scolaires. Aussi, l’intérêt d’un ouvrage qui fait un pont utile entre le niveau de la recherche et celui de l’enseignement ne fait aucun doute. La sauvegarde et le renforcement des activités pratiques sont souhaités à la fois par les universitaires enseignants-chercheurs, par les inspecteurs généraux et régionaux ainsi que par les professeurs de sciences de la Vie et de la Terre.

Dans son ouvrage. Roger Prat ménage une place à peu près égale à chacun des huit chapitres suivants : la constitution chimique caractéristique des végétaux (biochimie), l’histologie des plantes en relation avec la systématique et la biologie, le catabolisme (respiration, fermentations), la photosynthèse, les dispositifs et mécanismes liés à l‘approvisionnement et à la régulation de la perte en eau, la morphogenèse, la reproduction sexuée et la multiplication végétative naturelle et provoquée. Son intérêt explicatif provient, notamment, du rapprochement des données morphologiques, concernant des échantillons communs, des données anatomiques et histologiques, trop souvent dispersées dans les publications, ainsi que des données physiologiques tirées de l’expérimentation. Il s’agit donc d’un ouvrage extrêmement complet et comportant les bases scientifiques indispensables dans le domaine de la biologie et de la physiologie végétales.

Chaque objet d’étude est présenté selon un plan très clair qui distingue entre le matériel utilisé, le protocole expérimental définissant les gestes techniques, les résultats et, lorsque cela est nécessaire, leur interprétation est suivie de remarques complémentaires. Il ne s’agit donc pas de la progression organisée d’une démarche, mais d’une présentation assez exhaustive de manipulations classiques, de techniques d’observation et de mise en évidence (coupes, colorations et réactions spécifiques...), de techniques d’extraction ou encore d’isolements histologiques ou cellulaires. De très nombreux matériels frais, représentés par des organes végétatifs ou reproducteurs, des tissus et des constituants chimiques de la plante sont utilisés dans ces manipulations.

Il faut souligner aussi la modernité des exemples d’utilisation de l‘expérimentation assistée par ordinateur (ExAO), dont le développement dans les établissements scolaires tient à la synergie des efforts des universitaires, enseignants, inspecteurs, et constructeurs, entrepris depuis près de deux décennies. Roger Prat a d’ailleurs joué un rôle moteur dans cette évolution. L’expérimentation permise donne à la démarche expérimentale son véritable sens : il s’agit, en introduisant la variation d’un paramètre, de provoquer un effet contrôlé sur une fonction et de quantifier la relation, après que la nature de celle-ci a été appréhendée par une ou des hypothèses explicatives à éprouver. Ancrée dans une démarche de pensée liée à la cinétique des phénomènes, l’expérience donne l’intelligence au geste et complète les manipulations basées sur des techniques d’observation ou de mise en évidence. De nombreux exemples d’expériences sont proposés : la relation entre imbibition des graines en germination et consommation de dioxygène, l’activité enzymatique dans la mobilisation des réserves de la plante, l’étude du pouvoir réducteur des chloroplastes en fonction de l’éclairement ou encore l’effet du stress hydrique sur la perte d’eau, etc. Quelques montages tout à fait originaux, comme la mesure de la différence de potentiel liée au repliement d’une feuille de sensitive, sont à souligner.

La qualité scientifique de l’ouvrage tient aussi à son illustration : schémas en couleur, très clairs, marquant les étapes du protocole ainsi que les résultats, diagrammes floraux de qualité exceptionnelle, images histologiques et leur interprétation, par exemple. Cette abondante illustration, avec ses légendes précises, soutient la lecture et la compréhension du texte relatif aux protocoles et aux résultats d’une façon encore plus attrayante et aussi beaucoup plus complète que dans l’ouvrage précédent du même auteur sur l’expérimentation en physiologie végétale.

Les universitaires, dans le cadre des enseignements de la licence et du master, ainsi que les professeurs des classes préparatoires aux grandes écoles puiseront dans l’ouvrage de Roger Prat une multitude d’idées de protocoles de manipulations et d’expériences réalisables. Les enseignants du secondaire en sciences de la Vie et de la Terre, au collège et surtout au lycée où plus de la moitié de l’horaire est réservée aux travaux pratiques, disposeront de ces riches propositions en les adaptant à la démarche pédagogique choisie. En outre, les étudiants qui préparent les concours de recrutement, agrégation de SV-STU et Capes, ainsi que les professeurs stagiaires des IUFM, trouveront dans l’ouvrage de Roger Prat de nombreuses références utiles dans leur recherche du développement de l’utilisation des matériels biologiques.

Pour son exceptionnelle qualité, son adaptation possible à divers publics, du collège à l’université, cette production déjà expérimentée dans un enseignement préparatoire à l’agrégation est très attendue. Elle contribuera au développement de l’aspect expérimental d’un enseignement moderne. L’ouvrage apparaît aussi comme une véritable contribution au maintien d’une culture générale fédérant avec une totale réussite, dans un très large domaine, les apports de plusieurs sciences de la vie. Un très large succès est donc souhaité à cet important travail de synthèse.

Annie MAMECIER 
Inspectrice générale de l’Éducation nationale, 
doyenne du groupe des Sciences de la vie et de la Terre




Introduction

Les végétaux représentent une très grande partie du monde vivant et jouent un rôle essentiel dans les cycles de la matière au sein de la biosphère. Les végétaux chlorophylliens (et quelques bactéries) sont les seuls organismes à pouvoir vivre sans l’intervention d’autres organismes. Ils peuvent en effet, grâce à la photosynthèse, utiliser les radiations solaires pour synthétiser leur propre matière à partir des éléments minéraux à leur disposition dans l’air (le carbone sous forme de dioxyde de carbone) et dans le sol. Ils représentent, avec certaines bactéries, la source unique d’intégration de la matière minérale dans une forme organique assimilable ou utilisable par les autres êtres vivants. Les champignons (non chlorophylliens) et de nombreuses bactéries assurent la poursuite du cycle de la matière dans le monde vivant. Ils permettent la dégradation complète de la matière organique synthétisée précédemment et le retour de celle-ci à l’état minéral.

La première édition était consacrée essentiellement à la physiologie végétale. Dans cette nouvelle édition, nous avons voulu associer à la physiologie un certain nombre d’observations de biologie en développant des chapitres sur l’histologie. la morphogenèse et la reproduction. Il nous a paru important, chaque fois que cela était possible, de développer des observations sur certaines applications pratiques.

L’étude des végétaux présente aussi un intérêt pédagogique. Leur immobilité et l’absence, non de sensibilité, mais de système central de perception et d’analyse du monde extérieur, en font un matériel expérimental de choix. Contrairement à l‘expérimentation réalisée sur les animaux vivants, l’expérimentation sur les végétaux ne pose pas de problèmes éthiques. Ceci présente une grande importance dans l’enseignement, en particulier au niveau des collèges et des lycées. De ce point de vue, l’utilisation des végétaux permet de développer certains concepts essentiels de la biologie et des sciences expérimentales en général. Il est ainsi possible, grâce à l’étude du fonctionnement des végétaux, de montrer, d’analyser et d’expliquer simplement un certain nombre de notions fondamentales de biologie et d’initier les élèves à la démarche expérimentale.

Ce livre a été réalisé en réunissant et en intégrant de manière coordonnée les cours et travaux pratiques effectués au cours de nombreuses années d’enseignement. Son but est de proposer une panoplie importante de manipulations de biologie et physiologie végétale, réalisables dans un temps compatible avec une séance de travaux pratiques. Les manipulations proposées recouvriront les manipulations classiques ou même élémentaires exécutables au niveau d’une classe de collège et des manipulations plus sophistiquées, utilisant l’expérimentation assistée par ordinateur (ExAO).




Avertissement

Les expériences proposées ont été réparties selon de grands thèmes. Certains thèmes sont très expérimentaux, comme l’étude de la constitution des végétaux et celle des grandes fonctions physiologiques, et sont illustrés par des schémas. D’autres sont davantage basés sur des observations, comme l’étude de l’histologie ou de la reproduction, et sont illustrés par de nombreuses photographies.

Chaque expérience est proposée avec un plan approximativement constant : principe, matériel, protocole, résultats, conclusions, interprétation ou remarques.

Afin d’éviter des répétitions dans l’énoncé des techniques utilisées dans différentes expériences complémentaires, seuls les noms des produits et du matériel biologique sont cités, leur préparation est précisée dans trois annexes situées à la fin de l’ouvrage et auxquelles l’expérimentateur pourra se référer. Ces trois annexes concernent :



	— les différents matériels biologiques ;

	— les produits chimiques utilisés ;

	— les techniques de prise et de traitement des données expérimentales par ExAO.


En aucun cas, cet ouvrage ne veut se substituer à des manuels ou à des directives pédagogiques concernant les programmes des lycées et collèges et leur réalisation pratique. À chaque expérimentateur ou à chaque professeur de choisir les manipulations qui lui paraissent convenir le mieux à la compréhension du problème scientifique qu’il veut démontrer. À lui aussi d’associer diverses manipulations dans la progression pédagogique de son choix.

Toutes les expériences citées dans cet ouvrage ont été réalisées au cours de travaux pratiques ou dans des conditions réelles de travaux pratiques. Les schémas et dessins ont été réalisés sur un ordinateur Macintosh à l’aide des logiciels Adobe Illustrator © et Adobe Pholoshop©. Les expériences d’ExAO ont été réalisées à l’aide de systèmes commercialisés, puis les courbes obtenues ont été traitées, dans un souci d’homogénéité, par un logiciel de traitement de données.
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I Biochimie

La plupart des constituants chimiques sont les mêmes chez les végétaux et chez les animaux. Cependant, les végétaux possèdent certains constituants spécifiques en particulier au niveau de leur paroi cellulaire.

Les expériences choisies sont celles qui concernent les caractéristiques essentielles des végétaux. Ces expériences trouveront des applications dans les chapitres suivants. Les réactions simples de mise en évidence et de caractérisation des constituants peuvent être arbitrairement séparées en quatre ensembles 



	— les réactions “en tube”, concernant principalement les substances solubles dans l’eau. Les glucides sont, de loin, les constituants les plus aisés à mettre en évidence à l’aide de méthodes simples, ne nécessitant pas de protocoles d’extraction et d’analyse complexes ;

	— les réactions in situ réalisées par observation en microscopie photonique, concernant principalement les substances non solubles (polymères de structure ou de réserve) ;

	— une étude plus précise de l’extraction et des propriétés des pigments photosynthétiques ainsi que de l’ADN ;

	— une étude plus approfondie des réactions enzymatiques.




1 Oses et diholosides

Les glucides simples représentent les éléments énergétiques de base et aussi les éléments de base pour la construction des polysaccharides de structure et de réserve.


1.1 Réaction générale des oses : réaction de Molisch

À chaud, en présence d’un acide, les oses sont transformés en dérivés du furfural. Ceux-ci donnent des produits colorés en présence de différents phénols. De très nombreuses combinaisons à spécificités plus ou moins étroites et précises sont possibles.


[image: e9782759200276_i0002.jpg]

Figure 1.1 : Réaction de Molisch.





MATÉRIEL


	— Solution de naphtol à 1 % dans l’alcool absolu.

	— Acide sulfurique concentré.

	— Solutions à 1 % d’oses et osides variés (selon disponibilité).

	— Solution inconnue à tester.






PROTOCOLE


	Mettre dans un tube 2 mL de solution d’ose ou de solution à tester.

	Ajouter 5 gouttes de naphtol.

	Incliner le tube et laisser couler doucement (sans agiter) sur la paroi intérieure du tube, 2 mL d’acide sulfurique concentré. L’acide, plus dense, ne se mélange pas à la solution et se place dans la partie inférieure du tube.

	Il est inutile de chauffer, le contact acide sulfurique/eau provoque au niveau de l’interface un chauffage suffisant.






RÉSULTAT

Un anneau violet apparaît à l’interface acide/solution (fig. 1.1).


 Remarque. — Cette réaction, spécifique du radical glucidique, est positive avec tous les oses.




[image: e9782759200276_i0003.jpg]Manipuler avec précaution car cette réaction utilise de l’acide sulfurique concentré (cf. Annexe 2).






1.2 Mise en évidence des sucres réducteurs (réaction de Fehling)

La fonction réductrice des oses et de certains osides permet de réduire certains sels métalliques en milieu alcalin en entraînant un changement de couleur. Ici, de l’hydroxyde de cuivre, bleu en solution, est réduit en un précipité d’oxyde cuivrique rouge brique.


MATÉRIEL


	- Solutions à 1 % d’oses et osides variés (selon disponibilité) ou solution inconnue à tester.

	- Liqueur de Fehling ; bain-marie à 100 °C.






PROTOCOLE


	Mettre dans un tube 1 volume (2 mL) de solution

[image: e9782759200276_i0004.jpg]

Figure 1.2 : Réaction de Fehling.
(a), préparation de la réaction.
(b), développement à 100 °C.
G, glucose ; S, saccharose






	Ajouter 1 volume de liqueur de Fehling (fig. 1.2a).

	Placer quelques minutes au bain-marie à 100 °C (fig. 1.2b).






RÉSULTAT

Un précipité rouge brique apparaît avec tous les oses (aldoses ou cétoses) et seulement avec certains diholosides (maltose). Le saccharose (diholoside formé de glucose et de fructose) n’est pas réducteur, la fonction aldéhyde du carbone 1 du glucose et la fonction cétone du carbone 2 du fructose étant inactivées par la liaison.


 Remarque. — Si la concentration en sucre est trop faible ou si celle du réactif de Fehling est trop forte, le précipité rouge risque d’être peu visible. Attendre quelques minutes et observer le fond du tube où le précipité a décanté (fig. 1.3).

[image: e9782759200276_i0005.jpg]L’usage du bain-marie est moins dangereux que celui du bec Bunsen, à éviter (risques de projections).






1.3 Mise en évidence des sucres réducteurs (réaction au nitrate d’argent)

Le principe est le même que pour la réaction de Fehling. Le nitrate d’argent en solution basique est réduit en argent métallique par les oses réducteurs.


MATÉRIEL


	— Solution inconnue à tester, solution de glucose à 1 %, solutions d’autres oses ou osides selon disponibilité.

	— Solution de nitrate d’argent à 2 %, ammoniaque dilué.

	— Bain-marie à 100 °C.




[image: e9782759200276_i0006.jpg]

Figure 1.3 : Réaction de Fehling.
(c) effet des concentrations sur le résultat de la réaction de Fehling.
1 -concentration optimum
2 -concentration forte en Fehling
3 -concentration faible en Fehling





[image: e9782759200276_i0007.jpg]

Figure 1.4 : Réaction au nitrate d’argent.
(a), préparation du réactif.
(b), révélation de la présence d’oses réducteurs.







PROTOCOLE


	Mettre dans un tube 1 volume (5 mL) de solution de nitrate d’argent.

	Ajouter petit à petit la solution d’ammoniaque jusqu’à ce qu’un précipité apparaisse.

	Ajouter alors goutte à goutte, en remuant après chaque goutte, de l’ammoniaque jusqu’à ce que le précipité disparaisse (fig. 1.4a).

	Ajouter 1 volume de solution de glucose ou de solution à tester.

	Mettre au bain-marie quelques minutes et observer (fig. 1.4b).






RÉSULTAT

Une pellicule brillante d’argent métallique se dépose sur la paroi interne du tube si la solution contient un sucre réducteur. La spécificité est la même que pour la liqueur de Fehling.


 Remarque. — Cette réaction est très spectaculaire, mais parfois difficile à réaliser. Le tube doit être très propre et la solution à tester très limpide. Sinon, l’argent métallique ne se dépose pas sur la paroi du tube, mais forme un précipité noir dans la solution.






1.4 Hydrolyse acide du saccharose

Un diholoside est formé par l’association de deux oses. Selon que la liaison osidique associe les carbones de chaque ose portant les fonctions réductrices (aldéhyde ou cétone) ou non, le diholoside formé sera réducteur ou non. Si l’hydrolyse d’un sucre non réducteur donne des sucres réducteurs, cela démontre qu’il était formé de plusieurs oses réducteurs et que leur association bloquait les fonctions réductrices.


MATÉRIEL


	— Solution de saccharose à 1 %, papier indicateur de pH.

	— Liqueur de Fehling, bain-marie à 100 °C.

	— Acide chlorhydrique normal et soude normale.






PROTOCOLE


	Dans un tube à essais, ajouter 5 mL de solution de saccharose et 1 mL d’acide chlorhydrique.

	Placer au bain-marie bouillant pendant 1 à 2 min.

	Neutraliser par environ 1 mL de soude (vérifier au papier pH).

	Ajouter 2 mL de liqueur de Fehling. Replacer au bain-marie.

	Observer.

	Témoins : faire cette réaction avec du saccharose seul (To) et du saccharose sans acide chlorhydrique placé au bain-marie durant le même temps.






RÉSULTAT

La réaction de Fehling, négative avec le saccharose, devient positive après hydrolyse acide (fig. 1.5).




CONCLUSION

Les oses obtenus, réducteurs, avaient leur fonction réductrice (aldéhyde ou cétone) masquée par la liaison osidique. Effectivement, le saccharose est un diholoside associant du glucose et du fructose par une liaison (glucose 1-2 fructose).








2 Constituants pariétaux

La paroi des cellules végétales est formée principalement de polysaccharides (dont les principaux sont les pectines, la cellulose et les hémicelluloses), mais aussi de protéines et chez certaines cellules différenciées, de lignine.


2.1 Réaction générale des polysaccharides (APS ou acide periodique/Schiff)

L’acide périodique provoque l’oxydation des fonctions alcool des oses en fonctions aldéhydiques réductrices lorsque deux fonctions alcool sont voisines (fonctions vicinales, exemple C2 et C3 du glucose). Cette réaction ne provoque pas la désorganisation du polysaccharide qui conserve sa structure et donc sa localisation in situ. Le réactif de Schiff (fuchsine décolorée) se recolore en présence des fonctions aldéhydiques formées.


MATÉRIEL


	— Solution d’acide periodique à 1 % dans l’eau ; réactif de Schiff.

[image: e9782759200276_i0008.jpg]

Figure 1.5 : Hydrolyse acide du saccharose.





[image: e9782759200276_i0009.jpg]

Figure 1.6 : Coloration par le test APS des polysaccharides sur une coupe longitudinale de racine de pois.






	— Coupes à main levée d’organe végétal (tiges de plantes herbacées), organes végétaux contenant de l’amidon (pomme de terre, racine).

	— Panier métallique ou plastique, verres de montre (cf. § II.1.1).






PROTOCOLE


	Réaliser une dizaine de coupes à main levée. Les placer dans un panier pour les transporter dans les différents bains.

	Les placer 10 à 15 min dans l’acide periodique.

	Les laver plusieurs fois à l’eau du robinet.

	Les colorer 10 à 15 min dans le réactif de Schiff.

	Les laver plusieurs fois à l’eau du robinet.

	Monter entre lame et lamelle et observer au microscope.






RÉSULTAT

Coloration rouge de pratiquement tous les polysaccharides (fig. 1.6). Ainsi, les parois cellulaires cellulosiques ou pectiques de la plupart des tissus (parenchymes et collenchyme en particulier) sont colorées. Au niveau des tissus lignifiés jeunes, il est fréquent que la lamelle moyenne soit colorée en rouge. Si l’on utilise un organe riche en amidon et si la coupe est assez épaisse, les grains d’amidon, bloqués dans le cadre cellulaire sont également colorés en rouge.






2.2 Mise en évidence de la cellulose

La cellulose est un polymère de glucose. À la différence de l’amidon, polysaccharide de réserve, les monomères sont liés en β 1-4. La chaîne linéaire non ramifiée a des propriétés particulières,

[image: e9782759200276_i0010.jpg] Le rouge Congo est cancérigène et l’acide sulfurique est très dangereux. Ces deux méthodes proposées sont donc seulement données pour mémoire.


MATÉRIEL


	— Tige de plante herbacée ou jeune tige de plante ligneuse possédant du collenchyme (lamier. sureau, céleri, etc.).

	— Solution de rouge Congo, lugol.

	— Acide sulfurique légèrement dilué (2 volumes dans 1 volume d’eau).






PROTOCOLE.


	Réaliser à main levée une dizaine de coupes transversales.

	Coloration au rouge Congo : placer les coupes quelques minutes dans un verre de montre contenant la solution de rouge Congo. Monter entre lame et lamelle dans une goutte d’eau et observer au microscope.

	Test au lugol/acide sulfurique : placer les coupes 10 min dans du lugol dilué (1/10e). Monter entre lame et lamelle dans une goutte d’acide sulfurique dilué et observer immédiatement.






RÉSULTAT

Les parois contenant de la cellulose se colorent en rouge en présence de rouge Congo. Cela est particulièrement démonstratif lorsqu’on observe des parois de cellules de collenchyme (fig.1.7).

Ces mêmes parois, imprégnées de lugol, gonflent et se colorent progressivement en bleu vif lorsqu’elles sont plongées dans l’acide sulfurique. La coloration est très belle pendant quelques instants, puis les parois se désorganisent. Le meilleur résultat est observé avec les cellules de collenchyme à parois cellulosiques très épaisses.

[image: e9782759200276_i0011.jpg]Manipuler avec précaution pour la dilution de l’acide sulfurique concentré (cf. Annexe 2).






2.3 Mise en évidence des pectines

Le rouge de ruthénium colore spécifiquement les pectines à cause de leurs fonctions acides.


MATÉRIEL


	- Tige de plante herbacée ou jeune tige de plante ligneuse possédant du collenchyme (lamier, sureau, céleri, etc.).

	- Solution de rouge de ruthénium.






PROTOCOLE


	Réaliser des coupes à main levée (il n’est pas nécessaire qu’elles soient complètes, mais elle doivent être très minces et bien transversales).

	Plonger quelques minutes dans un verre de montre contenant la solution de rouge de ruthénium.

[image: e9782759200276_i0012.jpg]

Figure 1.7 : Coloration par le rouge Congo de la cellulose du collenchyme de céleri. (a), vue générale. (b), détail.





[image: e9782759200276_i0013.jpg]

Figure 1.8 : Coloration par le rouge de ruthénium des pectines du collenchyme de céleri.





[image: e9782759200276_i0014.jpg]

Figure 1.9 : Extraction des pectines de pomme par l’eau bouillante (a) puis filtration (b).






	Monter entre lame et lamelle dans une goutte d’eau et observer.






RÉSULTAT

Les parois contenant des pectines se colorent en rouge en présence de rouge de ruthénium (fig. 1.8).


 Remarque. — La plupart des parois se colorent à la fois par le rouge Congo et par le rouge de ruthénium puisqu’elles contiennent des pectines et de la cellulose (parois pecto-cellulosique)







2.4 Extraction et propriétés des pectines in vitro


Certaines pectines des parois cellulaires sont solubles dans l’eau chaude. D’autres ne peuvent être extraites que par un chélateur du calcium.


MATÉRIEL


	
— Pomme, 250 g de soja vert.

	
— Rouge de ruthénium, alcool à 95°, solution d’EDTA à 2 %.

	
— Chlorure de calcium 0,1 mol.L—1, acide chlorhydrique 0,1 N.

	
— Casserole, bain-marie, entonnoir.

	
— Gaze fine, coton, papier-filtre.






PROTOCOLE


	Extraction par l’eau chaude des protéines de pomme :

	- couper une pomme en tranches et faire bouillir 5 min dans une casserole avec 200 mL d’eau :

	- filtrer sur un gros morceau de coton (élimination des gros morceaux) puis sur papier-filtre (fig. 1.9).





	Propriétés des pectines de pomme : dans un tube à essai, ajouter 2 mL de filtrat, puis quelques gouttes de rouge de ruthénium (agiter) et enfin 10 mL d’alcool à 95° (fig. 1.10).

	Extraction par l’EDTA des pectines de soja :

	— broyer les germes de soja ; centrifuger (ou filtrer sur gaze et presser) ; éliminer le jus ;

	— reprendre le résidu dans 100 mL d’EDTA à 2 % et laisser 1 h à 50 °C ;

	— filtrer sur coton puis sur papier-filtre et recueillir l’extrait.





	Propriétés des pectines de soja (fig. 1.11 ) :

	
— mélanger 2 mL d’extrait et 1 mL de chlorure de calcium à 0,1 mol. L—1 puis observer ;
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Figure 1.10 : Propriétés des pectines. À la solution de pectines extraites est ajouté du rouge de ruthénium (a) puis de l’étbanol (b). Le précipité insoluble dans l ‘éthanol est coloré en rouge.
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Figure 1.11 : Rôle du calcium sur la gélification des pectines.






	— même protocole en ajoutant 5 mL d’EDTA, agiter légèrement et observer.










CONCLUSION

Les pectines, solubles dans l’eau chaude ainsi que dans l’EDTA, sont insolubles dans l’alcool. Ces propriétés, parmi d’autres, permettent de les isoler et de les purifier. Les pectines extraites par l’EDTA gélifient en présence de calcium. Le rouge de ruthénium est bien spécifique des pectines.






2.5 Mise en évidence de la lignine (phloroglucine chlorhydrique)

La phloroglucine colore spécifiquement la lignine en milieu très acide.


MATÉRIEL


	
— Tige de Labiacées ou tout autres tiges de plante herbacée présentant une gamme étendue de tissus bien diversifiés.

	— Solution de phloroglucine à 2 % dans l’alcool 95°.

	— Solution d’acide chlorhydrique à 50 %.






PROTOCOLE


	Réaliser des coupes transversales aussi minces que possible (il n’est pas nécessaire qu’elles soient entières).

	Placer dans la phloroglucine à 2 % dans l’alcool 95° pendant 5 min.
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Figure 1.12 : Coloration par la phloroglucine d’une coupe de tige. Les tissus colorés sont le sclérenchyme et le xylème lignifiés.
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Figure 1.13 : Détail d’une coloration de la lignine par la phloroglucine au niveau du xylème.
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Figure 1.14 : Grains d’amidon dans une cellule de tubercule de pomme de terre. (a), vue générale. (b), détail.






	Placer dans l’acide chlorhydrique dilué de moitié pendant 5 min.

	Observer.






RÉSULTAT

Seuls les tissus lignifiés (bois et fibres de sclérenchyme) sont colorés en rouge (fig. 1.12 et 1. 13).


 Remarque. — Cette réaction peut également se réaliser sur une tranche épaisse de tissu. Elle permet alors, à l’œil nu de préciser la localisation des tissus lignifiés (cf. § VIII.2.1).








3 Substances de réserve

Les organes qui permettent la résistance à la mauvaise saison (graines, tubercules, etc.) contiennent des substances mises en réserve. Ce sont souvent de grosses molécules polymérisées (polysaccharides) ou des substances insolubles dans l’eau (lipides).


3.1 Mise en évidence et localisation de l’amidon par le lugol

Le lugol (ou réactif iodo-ioduré) colore spécifiquement l’amidon en bleu-vïolet. La couleur du produit peut varier selon la constitution précise de l’amidon et, en particulier, de la proportion d’amylose et d’amylopectine, Cette réaction peut se réaliser sur tranche d’organe entier, sur coupe, sur suspension ou en solution.


MATÉRIEL


	
— Lugol.

	
— Tubercule de pomme de terre, graines de haricot, caryopses de maïs.

	
— Farine de blé. fécule de pomme de terre, amidon soluble ou empois d’amidon (cf. § 1.3.3).






PROTOCOLE


	Réaliser des coupes dans l’extrémité d’une frite de pomme de terre, monter entre lame et lamelle. observer puis ajouter une goutte de lugol et observer à nouveau.

	Gratter la tranche de pomme de terre et faire les mêmes observations qu’avec une coupe.

	Ajouter une goutte de lugol sur un empois d’amidon. Observer : la solution se colore de mauve à bleu-noir selon les proportions utilisées.

	Couper une semence (haricot ou caryopse de mais) dans le plan sagittal. recouvrir la section de lugol (cf. § VI.1.5). Observer. Une coloration bleu-noir se développe sur les tissus de réserve (cotylédons du haricot ou l’albumen du caryopse).






RÉSULTAT

Sur les bords les plus minces de la coupe, on distingue les cellules remplies de grains d’amidon. À fort grossissement, en utilisant un bon contraste on observe un hile et des stries d’accroissement qui montre que la synthèse de l’amidon s’est effectuée à partir d’un point en couches concentriques (fig. 1 14.).

En présence de lugol, les grains sont colorés en bleu-noir (fig. 1.15). Si le lugol a été déposé sur le bord de la lamelle, on observe une coloration progressive des grains d’amidon (fig. 1.16). C’est lorsque la coloration est faible que la structure des grains est la plus visible.


 Remarque. — Cette coloration peut se réaliser en tube sur un empois d’amidon (cf. § 1.3.3) ou sur un organe entier (cf. § VI.1.5). Dans tous les cas, seul l’amidon est coloré.






3.2 Structure de l’amidon (phénomène de la croix noire)

Certains cristaux font tourner le plan de la lumière polarisée. Certains arrangements réguliers de molécules organiques ont des propriétés semblables.


MATÉRIEL

Tubercule de pomme de terre, microscope polarisant.




PROTOCOLE


	Gratter une tranche de pomme de terre avec un scalpel.

	Monter la suspension dans une goutte d’eau entre lame et lamelle.

	Observer et laisser la mise au point sur un grain d’amidon bien caractéristique
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Figure 1.15 : Coloration des grains d’amidon dans une cellule de pomme de terre par le lugol.
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Figure 1.16 : Technique de coloration de cellules de pomme de terre par le lugol.
(a), sans coloration.
(b). le lugol a été ajouté à la droite de la coupe et diffuse progressivement vers la gauche. C’est au moment intermédiaire de cette diffusion (au centre) que la coloration est la plus intéressante.
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Figure 1.17 : Phénomène de la croix noire en lumière polarisée sur des amyloplastes de pomme de terre.
(a), vue générale.
(b), détail.






	Placer le polariseur et faire tourner l’oculaire contenant l’analyseur jusqu’à obtenir l’extinction totale dans le milieu entourant les grains d’amidon.






RÉSULTAT

En lumière normale, des stries d’accroissement concentriques (autour d’un hile décentré) sont bien visibles en diaphragmant. En lumière polarisée, on observe une croix noire dont le centre est le hile (fig. 1.17). Lorsqu’on fait tourner le polariseur et l’analyseur, les parties éteintes se rallument et les parties éclairées s’éteignent.




CONCLUSION

Il existe une orientation privilégiée des “molécules d’amidon” dans le sens radial, qui se superpose à une organisation en couches concentriques.






3.3 Extraction de l’amidon et préparation d’un empois

L’amidon contenu dans les amyloplastes contient très peu d’eau et se trouve sous une forme très condensée et insoluble. Le chauffage en milieu aqueux permet de désolidariser les chaînes et de rendre l’amidon soluble en conservant ses propriétés chimiques,


MATÉRIEL


	
— Tubercule de pomme de terre ou fécule de pomme de terre.

	— Bain-marie à 100 °C, lugol.






PROTOCOLE


	Râper un morceau de pomme de terre (environ 50 g).

	Disperser dans 100 mL d’eau et agiter.

	Filtrer sur coton bien serré (élimination des morceaux, cellules entières, etc.).

	Soit recueillir le filtrat, filtrer sur papier-filtre (élimination des molécules solubles) et recueillir le résidu avec une spatule.

	Soit laisser décanter et recueillir le dépôt.

	Disperser la suspension obtenue dans un bécher contenant 100 mL d’eau, placer au bain-marie à 100° en agitant.






RÉSULTAT

La suspension, trouble au début, devient progressivement transparente (empois d’amidon ou solution colloïdale d’amidon). Si, après refroidissement, on ajoute du lugol, on observe la coloration bleu-violet caractéristique.


 Remarque. — L’empois d’amidon préparé à partir d’un matériel biologique dans ces conditions expérimentales n’est pas pur. On peut préparer un empois beaucoup plus pur chimiquement à partir de fécule de pomme de terre.

La formation d’un empois d’amidon s’accompagne d’une certaine viscosité due à la longueur des chaînes d’amylose et aux ramifications des chaînes d’amylopectine. C’est ce qui se produit lors de la cuisson des pommes de terre et des autres aliments contenant de l’amidon (céréales, légumineuses, etc.). Cette propriété est abondamment utilisée (fabrication ancienne de colles à papier peint, en cuisine comme liant pour sauces blanches, en papeterie, etc.).






3.4 Hydrolyse acide de l’amidon

L’amidon est un ensemble de polysaccharides de hautes masses moléculaires. Une hydrolyse acide permet de détruire les liaisons osidiques et de libérer les monomères sans détruire ces derniers.


MATÉRIEL


	
— Empois d’amidon, fécule de pomme de terre ou amidon soluble.

	
— Bain-marie à 100 °C, tubes à essai.

	
— Lugol, liqueur de Fehling, papier indicateur de pH.

	
— Acide chlorhydrique normal et soude normale.






PROTOCOLE


	Préparer 100 mL d’empois d’amidon à 1 % à partir de fécule) ou 100 mL de solution d’amidon à 1 % (à partir d’amidon soluble).

	Préparer dans un panier deux séries de 8 tubes à essai avec 5 mL de solution d’amidon et 2 mL d’acide chlorhydrique.

	Placer le panier au bain-marie bouillant.

	Toutes les 5 min. prélever un tube de chaque série :

	- faire refroidir le premier tube (sous le robinet) puis ajouter quelques gouttes de lugol ;

Figure 1.18 : Étapes de l’hydrolyse acide de l’amidon.
(a), disparition de l’amidon (réaction au lugol).
(b), apparition de sucres réducteurs (réaction de Fehling).
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	- neutraliser le deuxième tube avec de la soude (environ 2 mL de soude, progressivement, en vérifiant au papier pH). Noter le volume de soude nécessaire pour neutraliser les tubes suivants. Ajouter 2 mL de liqueur de Fehling. Replacer au bain-marie.





	Témoins initiaux : faire ces deux réactions sur 2 tubes non placés au bain-marie (To).






RÉSULTAT

La coloration bleu-violet caractéristique de l’amidon passe au jaune (couleur du lugol), avec quelques intermédiaires (violet, rouge) correspondant à des hydrolyses partielles de l’amidon (fig. 1.18a). Le Fehling, spécifique des sucres réducteurs, négatif au début de l’expérience devient rapidement positif (fig. 1.18b).




CONCLUSION

L’amidon a été hydrolysé en oses ou osides réducteurs qui correspondent à ses monomères constitutifs (dans ce cas, essentiellement du glucose).


 Remarque. — Cette manipulation est longue à réaliser et demande beaucoup de soin. Il est possible de la simplifier en permettant malgré tout de conserver les conclusions principales. Il suffit de suivre le même protocole mais ne faire que deux tests, l’un au temps 0 et le deuxième après 30 min d’hydrolyse.






3.5 Mise en évidence de l’inuline

L’inuline est un polymère de fructose soluble dans l’eau. Il s’accumule dans la vacuole des cellules de certaines plantes (famille des Composées). Comme tous les polysaccharides, il est insoluble dans l’alcool.


MATÉRIEL

Tubercules de dahlia conservés dans l’alcool absolu, glycérine.




PROTOCOLE


	Préparation préalable des échantillons:

	— couper un tubercule de dahlia en morceaux de 1 cm3 et les placer dans un bocal contenant de l’alcool absolu ;

	— changer plusieurs fois l’aicoot :

	— conserver dans l’alcool absolu (la préparation est valable quand toute l’eau a été éliminée).





	Observation microscopique :

	— réaliser des coupes à main levée ;

	
— monter entre lame et lamelle dans une goutte de glycérine pure ;

	
— observer au microscope.










RÉSULTAT

L’inuline apparaît sous forme de concrétions arrondies et irrégulières (sphérocristaux) contre les parois des cellules (fig. 1.19).


 Remarque. — La localisation et la forme observées ne représentent en rien la localisation et la forme réelles. En effet, le traitement par l’alcool a mal fixé les structures cellulaires, en particulier les membranes. L’inuline soluble a quitté les vacuoles et a cristallisé ensuite là où elle se trouvait. Si le montage est réalisé dans de l’eau ou même dans de l’eau glycérinée, l’inuline se dissout et n’est plus observable.






3.6 Mise en évidence et Caractérisation des lipides

Les lipides peuvent être caractérisés par le rouge Soudan III.


MATÉRIEL


	— Graine de ricin (albumen) ou graine de noix (cotylédons).

	— Rouge Soudan III, eau glycérinée, alcool.
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Figure 1.19 : Section d’un fragment de tubercule de dahlia conservé dans l’alcool absolu. L’inuline cristallise sous forme de sphéro-cristaux.
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Figure 1.20 : Coloration par le rouge Soudan des lipides dans les cellules des cotylédons de la noix. On distingue entre les gouttelettes de lipides de nombreux grains d’aleurone.







PROTOCOLE


	Faire des coupes aussi fines que possible et légèrement en biais dans l’albumen de la graine de ricin ou dans un cotylédon de la noix.

	Les plonger quelques minutes dans une solution de rouge Soudan.

	Laver à l’alcool.

	Monter entre lame et lamelle dans une goutte d’eau glycérinée.

	Observer au microscope les régions les plus fines de la section.






RÉSULTAT

Lors de la section, de l’huile contenue dans les cellules de l’albumen et colorée par...
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