Organiser des informations destinées à comparer des plantes sauvages et cultivées

Extrait du programme : Thème 2-B la plante domestiquée : « La sélection exercée par l’Homme sur les plantes cultivées a souvent retenu (volontairement ou empiriquement) des caractéristiques génétiques différentes de celles qui sont favorables pour les plantes sauvages. Une même espèce cultivée comporte souvent plusieurs variétés sélectionnées selon des critères différents ; c'est une forme de biodiversité. 
Capacités et attitude : 

· Manipuler et expérimenter

· Extraire et organiser des informations

· Communiquer dans un langage adapté (photo, dessin, tableau)

· Être conscient de sa responsabilité face au monde vivant

Matériel et documents à disposition: 

· Echantillons : Carotte cultivée / carotte sauvage (Daucus carota) possibilité d’utilisation de carottes jaune, blanche
· Lampe, loupe à main, scalpel, lame de rasoir, lames, lamelles, microscope
· Caméra  ou appareil photo numérique
· Fiches techniques ; matériel de chromatographie
· Fiches techniques de coloration des tissus lignifiés et conducteurs et matériel nécessaire
· Logiciel de traitement de séquences et fiches techniques

· Séquences du gène PSY1 chez la carotte sauvage et chez la carotte domestique (l’enzyme PSY 1 : phytoene synthase, est une enzyme intervenant dans la voie de biosynthèse des caroténoïdes) ;
· Site ressource : http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/Marche/index.htm : pour étudier les structures
Travail proposé: 
Réaliser les activités. Organiser  une séance (ateliers, productions attendues) pour que l’élève réalise une comparaison d’une plante cultivée et de son équivalent sauvage sur le plan général, par le suivi d’un protocole technique, par une comparaison de séquences.
Préparer les indicateurs de réussite et la grille d’évaluation.
Réfléchir au degré d’autonomie de l’élève au cours de la séance.
Fiche technique de chromatographie
Matériel : 

	· Tranches fines de racines de carotte sauvage et de carotte cultivée  

· Agitateur en verre

· Papier à chromatographie : bande de papier Whatman n°1 ou 2 percées d’un orifice
	· Eprouvettes de 1 L, bouchon avec crochet de suspension et solvant organique (cyclohexane 5%, éther de pétrole, 85%, acétone, 10%)
· Sèche-cheveux


Protocole :

· Repérer le bas de la bande de papier à chromatographie (Whatman) : extrémité opposée à l’orifice par lequel la bande sera suspendue

· A environ 2 cm du bas de la bande, au crayon de papier, faire deux repères espacés d’au moins 1,5 cm et à 1,5 cm des bords correspondants aux deux futurs dépôts.

Veiller à prendre le papier uniquement par les bords sans poser vos doigts sur la zone de migration.

· Ecraser, un des échantillons, à l'aide d'un agitateur en verre, deux à trois fois, en séchant entre chaque dépôt pour obtenir une tâche concentrée. 

· Recommencer cette manipulation avec l’autre échantillon pour effectuer le second dépôt.

· Verser du solvant organique dans l’éprouvette, la hauteur de solvant doit faire en sorte que les taches de dépôt se situent au-dessus du niveau du solvant.

· suspendre le papier à chromatographie à l’aide d’un crochet fixé sur un bouchon, dans l’éprouvette et  fermer l’éprouvette et laisser migrer le solvant.

· Au bout de 45 min, sécher la bande.
Fiche technique de coloration de la lignine : Phloroglucine chlorhydrique
Cette réaction peut être réalisée sur des tranches un peu épaisses de tissus : elle permet alors d'apprécier à l'œil nu la localisation des tissus lignifiés.
Cette coloration est temporaire : elle peut, selon les cas, rester visible de 2 à 3 minutes à 2 à 3 jours.

Matériel :

· Echantillons à étudier 

· Lames de rasoir 

· solution de phloroglucine à 2% : molécule présente dans les comprimés de Spasfon-lyoc
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· solution d’acide chlorhydrique 6N  
· Coupelles ou verres de montre 

· Pinces

· Lunettes, gants 
· Préparation d’une solution de phloroglucine à 2% : dissoudre un comprimé de phloroglucine en poudre dans 50 mL d'éthanol à 95%. 
· De même, on prépare une solution d'acide chlorhydrique 6N (en diluant deux fois une solution concentrée). Ces deux solutions peuvent être conservées.
Protocole :

1. Placer les coupes réalisées dans la phloroglucine pendant 15 à 20 minutes. Aucun changement de couleur n’est visible à ce stade. 

2. Placer ensuite  les coupes 5 minutes dans l'acide chlorhydrique qui révèle la coloration : les tissus lignifiés sont colorés en rouge.

Fiche technique de coloration au carmin vert d’iode (à titre indicatif)
Matériel :

· Echantillons à étudier 

· Lames de rasoir et moelle de sureau (ou moelle de tournesol) pour les échantillons fins

· Acide acétique dilué (1 volume d'acide dilué dans 1 volume d'eau)

· Hypochlorite de sodium (eau de Javel sans additif) (diluée à 5-10 degrés chlorométriques si besoin - l'eau de Javel pure vendue en bouteilles - 12°- peut être utilisée)

· Colorants : carmin aluné et vert d’iode

· Coupelles ou verres de montre : 5

· Mini passoire (bouchon modifié)

· Bécher

Protocole

1. Réaliser des coupes fines transversales dans l'échantillon choisi ;

2. Placer dans une coupelle les coupes 10 à 20 minutes dans l'hypochlorite de sodium ;

3. Laver abondamment les coupes à l'eau distillée  dans un Bécher ;

4. Laver rapidement les coupes dans une coupelle contenant de l'acide acétique dilué (1min) afin de réaliser un mordançage qui a pour but d’augmenter l’affinité des colorants ;

5. Colorer les coupes en les plaçant successivement dans un bain de carmin aluné (10 min) suivi d'un bain de vert d'iode de méthyl 30 secondes (2 coupelles) ;

6. Rincer à l'eau.

Il est important, après avoir vidé les cellules à l'hypochlorite de sodium, de :
- très bien laver à l'eau;
- ne pas oublier de finir par un lavage à l'acide acétique dilué.
Ces deux points sont fondamentaux pour obtenir une bonne coloration.

Autre technique 10 à 15 minutes dans l’hypochlorite de sodium. 

1. Après deux lavages à l'eau distillée,

2. Placer les coupes 5 à 10 minutes dans de l'eau acétique (sol. à 1%). 

3. Colorer les coupes de 10 à 20 secondes dans une solution à 0.5% de vert de méthyle.

4. Cette surcoloration est atténuée en les plaçant dans de l'alcool éthylique à 90% : changer plusieurs fois l'alcool jusqu'à disparition du relargage d'excédent vert. A ce stade, les éléments lignifiés sont colorés.

5. Rincer abondamment les coupes à l'eau distillée

6. puis les colorer dans le carmin aluné pendant 10 à 15 minutes.

7. Laver les coupes dans l'eau distillée ; changer plusieurs fois jusqu'à disparition du relargage de carmin.

Préparation des colorants : 

1. Dissoudre 1 g de carmin 40 pour histologie et 4 g d’alun de potassium dans 100 ml d’eau distillée. Porter le mélange à ébullition, laisser refroidir et filtrer

2. Dissoudre 1 g de vert d’iode ou vert de méthyl dans 100 mL d’eau distillée.

Cette double coloration des tissus végétaux permet de colorer en rose les tissus contenant de la cellulose (phloème) et en vert les tissus lignifiés (xylèmes, sclérenchymes…).Le xylème et le phloème sont les deux types de tissus conducteurs chez les plantes herbacées. Ils sont groupés en faisceaux.

