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Objectifs:

Prdparation des dtalements chromosomiques pour d6terminer le niveau de ploidie des plantes

Mat6riel:

De trös jeunes racines sont pr6levdes soit sur des plantes, soit sur des semences mises ä
genner, soit sur de jeunes talles ou plantules plac6es en milieu favorable ä la formation de
nouvelles racines :

- en hydroponie ä 24oC avec oxygdnation par un bulleur,
- dans du terreau ä une temp6rature suffisante, ä I'extdrieur en 6t6, en serre ä mi-

saison ou en chambre de culture avec une thermop6riode de lzhiL 18oC dans
l'obscurit6 et LZh ä,25"C avec dclairage. Arrosage mod6r6 pour dviter 1'asphyxie des
racines.

Prdlövement et conservation :

- Il doit se faire environ 4 ä 5 heures aprös le lever dujour ou le d6but de la p6riode
d'äclurage et autant de temps aprös un affosage.

- Irs racines sont mises dans des piluliers contenant du bromo-l-naphtalöne pos6s sur
de la glace pendant le pr61övement puis ä 4'C pendant 20 h afin de bloquer les
divisions cellulaires et de contracter les chromosomes. L'identification de chaque
dchantillon se fait sur un morceau de bristol immergd avec les racines, celui-ci
accompagnera les racines ä chaque 6tape du traitement.

- Irs jeunes racines sont ensuite fixdes dans une solution froide ( 4"C ) d'dthanol : acide
ac6tique ( 3 : 1 en volume) et stock6es aurlfiglrateur jusqu'ä utilisation. La fixation
d6truit toute vie cellulaire et conserve les chromosomes dans un bon 6tat structural.

Traitement des racines :

- Rincer les racines dans un petit panier ä mailles pendant 15 min dans un tampon
0.01M d'acide citrique - citrate de sodium pour dliminer le fixateur.

- Placer le panier dans une petite cuve contenant de I'acide chlorhydrique I N
maintenue ä 60"C en 6tuve pendant 10 minutes, augmenter le temps jusqu'ä 15 min si
les racines sont grosses ou plus dures.

- L'hydrolyse assouplit le tissu vögltal et permet d'obtenir un bon dtalement des
cellules et des chromosomes entre lame et lamelle.

- Ringage dans le tampon
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- Replacer le panier dans une solution enzymatique cellulase - pectinase d37'C pendant
20 d25 min. pour digdrer les parois cellulaires.

- RinEage dans le tampon
- Aprös 6gouttage, les pointes racinaires sont plac6es dans de petits flacons contenant du

colorant rlactif de Schiff qui va teindre les m6ristömes en mauve. Conservation au
r6frig6rateur et ä l'abri de la lumiöre. Le temps de coloration minimum avant
l'observation est de th ä temp6rature ambiante (environ 20'C) et de 12h ä 4oC.

Pr6paration des lames :

- Pour ltaler les cellules, transf6rer les extr6mit6s racinaires dans une goutte de carmin
acdtique de Belling sur une lame pr6alablement lav6e ä I'alcool. Enlever la coiffe,
exciser lazone mdristdmatique, recouvrir d'une lamelle et dcraser doucement la lame
avec I'extrdmit6 arrondie d'un crayon.

- Observer la prdparation au microscope photonique,le replrage des cellules s'effectue
aux grossissements 100-200, travailler la lame ä la flamme afin de mieux visualiser les
chromosomes et faciliter l'6crasement. Si les cellules sont bien hydrolysdes et bien
6tal6es en m6taphasel, il est possible de compter les chromosomes en grossissant
1000 fois laprfparation, le contraste de phase peut faciliter l'observation. Le
comptage se fait au tube ä dessin qui dquipe le microscope, il permet de tracer un ä un
chaque chromosome comptd sur une feuille de papier.
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PRINCIPALES ETAPES DUREE ET
CONDITIONS

OBJECTIF

Pr6lövement de
jeunes racines

A effectuer en fin de matinde.
Extrdmitds de racines en
croissance (blanc nacr6)

Prdtraitement Bain eau glacde
+ Bromo-naphtalöne

20 heures ä 4'C

Blocage des chromosomes
en mdtaphase

Fixation - conservation Solution d'dthanol -

Acide ac6tique (3 : 1)
4" C pendant au moins 12

heures

Conservation des
chromosomes et destruction

de toute vie cellulaire

Ringage Tampon cr1'rate
10-15 min

Hydrolyse Acide chlorhydrique 1N
10 min dtuve ä 60'C

Hydrolyse des cellules

RinEage Tampon citrate
10-15 min

Macdration Solution enzymatique
Acide citrique - citrate de

sodium - cellulase - pectinase
20 -25 min

d37' C en 6tuve

Digestion des parois
cellulaires

Ringage Tampon citrate
10-15 min

Coloration Rdactif de Schiff
I heure ä temp6rature

ambiante oa 12 heures ä 4"C

Coloration en rouge des
chromosomes

Ecrasement Pr6sentation sous lame avec
de carmin ac6tique de Belling

Observation et comptage des
chromosomes au microscope

photonique
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Pnopurrs urILrsES pouR LE coMprAGE cHRoMosoMreuE

Pr6paration du bromo-naphtalöne
Mettre quelques gouttes (2 ou 3) de bromo-l-naphtalöne (CroHzBr, Prolabo) dans un demi-
litre d'eau. Secouer trös fort avant chaque utilisation afin d'obtenir une 6mulsion. La solution
se conserve ä 4'C.

Prdparation de I'alcool acdtique
M6langer un volume d'acide ac6tique pour trois volumes d'alcool absolu.

Pr6paration du carmin ac6tique
Pour 1000 mL : verser 450 mL d'acide ac6tique, 550 mL d'eau distill6e et rajouter 5 grammes
de carmin.
Faire bouillir doucement pendant2 ou 3 heures. Filtrer.

Acide chlorhydrique ä 1 N
Pour 1 litre de HCI ä 1 N : verser 36 mL de HCI et964 mL d'eau.

Prdparation du tampon
0.01 M d'acide citrique - citrate de sodium ä un pH = 4.8
Solution A = acide citrique mono hydratd 0.lM
Solution B = citrate tri-sodique bi hydratd 0.lM

Soit oour 500 mL de chaque solution

Solution möre : 40 mL de solution A et 60 mL de solution B.
Utilisation en dilution 1:9 en volume dans I'eau distill6e. Conservation ä 4oC.

Solution enzymatitue
Solution enzymatique (enzymes extraites d' Asp er gillus ni ge r)

- 20Vo (v/v) de pectinase
- 2Vo (wlv) de cellulase

Dilution dans le tampon acide citrique-citrate de sodium 0.01 M d6jä prdpar6 pour les
ringages.

Soit, pour 10 mL de solution selon le type de pectinase :
- P4716: 0.3lml- de pectinase + 0.29 de cellulase + 9.49 mL de tampon
- P2829 : 0.4mL de pectinase + 0.2g de cellulase + 9.04 mL de tampon

FIN DU MODE OPERATOIRE

ue
Produit P.M (e.mol-') C voulue (mol.L') Masse (s)

Solution A Acide citrique 2r0.1 0.1 10.505
Solution B Citrate tri-sodique 294.1 0 .1 14.705
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