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	SVT - Première S                                                                                                                               Chapitre 4.2 - TP n° 2

	Interaction hormonale et organogénèse

RR - Lycée Jaufré Rudel - Blaye


	Objectif de connaissance. Détermination du rôle des hormones sur l’organogénèse végétale.

	TRAVAILLER PAR équipe de deux élèves (manipulation et compte rendu)

CE TP SE Déroule sur deux séances

	Activités
	Capacités - Exigences - Conseils de méthode
	Auto évaluation

	Séance 1
1. Réaliser la manipulation proposée.
	Observation du réel (T1)

- Bien lire et comprendre tout le protocole avant de commencer à manipuler.

- Respect scrupuleux des consignes et des règles de laboratoire.
	A
	B
	C
	D
	E

	Séance 2
2. établir un tableau de résultats tenant comte des résultat de toute la classe.
	- Mettre en commun vos résultats avec ceux des autres élèves.

- Le tableau peut contenir des croquis.
	A
	B
	C
	D
	E

	3. à partir des résultas expérimentaux montrer que l’organogénèse végétale résulte d’une interaction entre hormones.
	Adopter une démarche explicative (E)

- Tenir compte des résultats expérimentaux et de vos connaissances.

- La réponse est argumentée.

- Répondre sous forme d’un texte.
	A
	B
	C
	D
	E

	Pour travailler ce sujet à la maison à l'aide du manuel, voir p. 236 à 243 - Exercice : 4 p. 245.


Matériel



● Se procurer à l’avance

- Tubes de culture stériles (tubes à essais plastique stériles 150x16 chez COFRALAB ?) en quantité suffisante (2 tubes par élève) remplis au tiers de milieu de culture refroidi.

- Acide Naphtalène Acétique (NAA) ou l’acide 2,4- dichlorophénoxyacétique (2,4-D), changer alors les doses voir Prat p. 340.

- 100 mg de cytokinine (benzylaminopurine)

● Polycopiés
1 fiche élève par élève

12 fiches poste
● Dans la salle 

- Armoire à culture allumée depuis quelques heures (programmateur à 16 heures d’éclairage par jour)

- Hotte à flux laminaire (enceinte désinfectée et ventilation en marche)

- Savon liquide 

- Essuie mains

- 1 grosse pince + 1 scalpel stériles (sous emballage aluminium)

- 3 ou 4 endives pour démonstration

● Autant que de micropipettes disponibles
Cuvette contenant :

- auxine 10 mL à 300 mg.L-1
- auxine 10 mL à 0,3 mg.L-1
- cytokinine 10 mL à 100 mg.L-1
- cytokinine 10 mL à 20 mg.L-1

- cytokinine 10 mL à 2 mg.L-1

- 1 micropipette automatique de 100 µL (ou 50 µL)

● Par poste et à renouveler à chaque groupe (12 postes identiques)

- 1 endive de bonne qualité et très fraîche 

- 1 portoir (ou bécher) avec 4 tubes de culture stériles contenant 9,8 mL de milieu de culture gélosé

- 2 boîtes de Pétri stériles

- 1 lot stérile : pince longue + 1 scalpel + 5 tampons de coton cardé (sous emballage aluminium)

- 5 embouts stériles de micropipette (sous emballage aluminium)

● Par poste (12 postes identiques)

- 1 plateau (pour zone stérile)

- 1 bec Bunzen + allumettes

- Eau de javel pour désinfection du plan de travail et des mains

- Papier essuie tout

- 1 marqueur permanent

- 2 fiches poste sous pochette plastique

Commentaire



Présentation + manipulation : 1 h 30.

FORMULAIRE

Liquide de KNOP (Prat p. 216)
Nitrate de calcium, 4 H2O  …………1g

Nitrate de potassium …………….… 0,25 g

Sulfate de magnésium, 7 H2O ……. 0,25 g

Phosphate monopotassique ……… 0,25 g

Sulfate ferrique ………………………0,001 g

Eau distillée ………………………… 1L  

Milieu de Culture Gélosé (APBG 1-1989 modifié E. Faure - Lormont)
QSP 100 tubes de 10 mL
Eau distillée ……………………….. 
500 mL

Liquide de Knop ……………….….. 
500 mL

Engrais complet liquide ……….…….. 5 mL

Citrate ferrique ……………………….10 mg 

Glucose ……………………………… 30 g 

Agar en poudre ………………………..6,5 g

Bien mélanger - Porter à ébullition - Stériliser

SOLUTION Mère d’AUXINE à 30 g.L-1 (d’après Prat p. 340)

Peut être conservée 8 jours au réfrigérateur.

Acide Naphtalène Acétique ……..…. 300 mg

éthanol absolu …………………….….. 10 mL

Agiter jusqu’à dissolution.

Solution d’auxine à 300 mg. L-1

ATTENTION. Cette solution doit être préparée en conditions stériles.
à préparer au dernier moment 

Solution mère d’auxine à 30 g.L-1 …… 1 mL

Eau distillée stérile ………………..…. 99 mL

Solution d’auxine à 0,3 mg. L-1

ATTENTION. Cette solution doit être préparée en conditions stériles.
à préparer au dernier moment

Solution d’auxine  à 300 mg.L-1 ….….. 1 mL

Eau distillée stérile ………………..…. 99 mL

SOLUTION Mère de CIToKININE à 1g. L-1
ATTENTION. Cette solution doit être préparée en conditions stériles.

Peut être conservée 24 h au réfrigérateur.

Benzlaminopurine ……………..….. 100 mg

Eau distillée stérile ……………..…. 100 mL

Faire dissoudre à 60°C au bain marie sous agitation magnétique.

SOLUTION de CIToKININE à 100 mg. L-1
ATTENTION. Cette solution doit être préparée en conditions stériles.

Peut être conservée 24 h au réfrigérateur.

Solution mère à 1g.L-1 ……………….10 mL

Eau distillée stérile ……………..…..  90 mL
SOLUTION de CIToKININE à 20 mg. L-1
ATTENTION. Cette solution doit être préparée en conditions stériles.

Peut être conservée 24 h au réfrigérateur.

Solution mère à 1g.L-1 ……………….. 2 mL

Eau distillée stérile ……………..…..  98 mL

SOLUTION de CIToKININE à 2 mg. L-1
ATTENTION. Cette solution doit être préparée en conditions stériles.

Peut être conservée 24 h au réfrigérateur.

Solution à 20 mg.L-1 …………….….. 10 mL

Eau distillée stérile ……………..…..  90 mL

Fiche poste

Culture in vitro de l'Endive

On cultive des microboutures (= explants) sur un milieu nutritif adapté (liquide de Knop) contenant des ions minéraux (nitrates,  phosphates, potassium), des oligo-éléments (Fe, Zn, Al, Cu, Ni etc.) et rendu solide par de la gélose (gélatine).

La culture in vitro exige impérativement de travailler en milieu stérile (exempt de tout microbe). Sinon les bactéries et moisissures envahissent le culture qui est alors perdue.
1. Se laver les mains avec soin
2. Mise en place du plan de travail stérile
a. Placer un bec Bunzen au centre du plateau, l'allumer et ouvrir la virole au maximum. La flamme assure l'asepsie dans un rayon de 20 cm.

b. Nettoyer le plateau et le pied du bec Bunzen à l'eau de Javel.

c. Placer le matériel dans la zone stérile.

Travaillez maintenant uniquement en zone stérile,

NE pas parler en direction du plan de travail, de manière à ne pas LE contaminer.
3. Préparation des tubes de culture

	N° de tube
	1
	2
	3
	4

	Milieu de culture (mL)
	9,8
	9,8
	9,8
	9,8

	Auxine 300 mg.L-1
	0
	100 µL
	100 µL
	-

	Auxine 0,3 mg.L-1
	0
	-
	-
	100 µL

	Auxine (mg.L-1)
	0
	3 mg.L-1
	3 mg.L-1
	0,003 mg.L-1

	Cytokinine 100 mg.L-1
	0
	-
	-
	100 µL

	Cytokinine 20 mg.L-1
	0
	
	100 µL
	-

	Cytokinine 2 mg.L-1
	0
	100 µL
	
	

	Cytokinine (mg.L-1)
	0
	0,02 mg.L-1
	0,2 mg.L-1
	1 mg.L-1

	[Auxine] / [Cytokinine]
	
	150
	15
	0,003


a. Marquez vos quatre tubes de culture (n° et nom).
b. Vérifiez que vous avez compris le fonctionnement de la micropipette.

c. Placer un embout propre sur la pipette.

d. Ouvrir le tube d’hormone et le tube de culture correspondant (ouvertures à 10 cm de la flamme).
e. Prélever la quantité d’hormone nécessaire et la verser dans un tube de culture contenant du milieu gélosé.

f. Fermer les tubes (bouchon rouge) et recommencer à partir de l’étape c, autant de fois que nécessaire.

Les tubes de culture doivent reposer verticalement au moins un quart d’heure

avec les hormones avant la mise en place de l’implant.

3. Préparation de l’endive

a. Ouvrir le paquet contenant les instruments stériles. 

b. Flamber deux secondes la pince et le scalpel en les passant dans la flamme du bec Bunzen, vous renouvellerez cette opération avant et après chaque utilisation des outils.
b. À la main, enlever et jeter les deux premières couronnes de feuilles d’Endive.

c. Avec la grosse pince stérile enlever et jeter deux autres couronnes de feuilles (le cœur de l’Endive est pratiquement indemne de microbes, ce qui évite de délicates opérations de stérilisation).

4. Découpe de l’explant

[image: image1.jpg]


Ne JAMAIS toucher l’explant avec les doigts

faire très attention à ne pas le blesser avec les instruments
a. Avec la grosse pince stérile prélever un feuille du cœur de l’Endive, la déposer dans une boîte de Pétri stérile.

b. Dans le partie médiane de la feuille, découper un fragment d'environ 2 cm de haut et 0,5 cm de large (voir figure ci-contre). Couper ensuite la partie apicale en oblique.

c. Déposer l’explant dans une boîte de Pétri stérile.

d. Découper autant d’explants que nécessaire.
5. Mise en culture

a. Ouvrir un tube de culture stérile et maintenir son ouverture à environ 10 cm de la flamme.

b. Enfoncer la partie basale de l’explant d'environ 1 cm dans la gélose.  

Veiller à ce que l’explant ne touche pas les parois du tube
d. Fermer le tube avec un tampon de coton cardé stérile (et non avec le bouchon rouge). Recouvrir le coton d’un capuchon de papier aluminium.

e. Placer le tube dans l'armoire à de culture. Il y demeurera à environ 23°C, éclairé 16 heures par jour.

Fiche élève
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	Activités
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	Auto évaluation
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	A
	B
	C
	D
	E
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- Répondre sous forme d’un texte.
	A
	B
	C
	D
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	Pour travailler ce sujet à la maison à l'aide du manuel, voir p. 236 à 243 - Exercice : 4 p. 245.
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