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INTRODUCTION

Les périodes de temps relativement longues nécessaires pour effectuer
des essais de germination ont freiné les progrds dans le domaine de
P'accroissement de I'efficience en matidre.de production et de commerciali-
sation des semences. D'autres facteurs ayant une influence sur la qualité
des semences comme la pureté, le taux de fréquence des graines de mau-
vaises herbes et la teneur en humidité, peuvent étre évalués en quelques
minutes. Cependant, comme les semences ne présentent d'intérét que si un
pourcentage relativement élevé d’entre elles sont viables, les décisions rela-
tives aux modes de traitenient, aux mélanges et & la vente des lots de
semences, doivent étre fondées soit sur Pintuition, soit sur Pexpérience,
soit étre retardées plusicurs jours ou semaines jusqu'a ce qu’on ait les
résultats d’un cssai de germination. L’essai au tétrazolium pour déterminer
la vitalité des semences, décrit dans la présente brochure, constitue une base
beaucoup plus sire pour prendre des décisions relatives a la vitalité des
scmences que intuition ou P'expérience et les résultats de cet essai peuvent
étre obtenus en quelques heures au licu de jours ou de semaines.

L’essai au tétrazolium est connu dans notre pays depuis plus de 15 ans
et cependant son emploi ne s’est pas généralisé dans I'industrie des semen-
ces ou dans les laboratoires d’essai des semences. L'utilisation limitée de
P’essai au tétrazolium peut probablement &tre imputée A ce qu'il n'existe que
peu de renseigncments sur I'essai 3 lintention de-ceux qui en ont le plus
grand besoin, c'est-d-dire les grainicrs et les spécialistes de Panalyse des
semences. Bien qu'une abondante littérature ait été publiée sur la question,
une grande partic de celle-ci est rédigée en style extrémement technique
ou en langues étrangéres, et de plus les techniques et méthodes n'ont pas
été présentées sous une forme dircctement accessible aux grainiers et aux
spécialistes de I'analyse, ni avec suffisamment de détails.

Le présent bulletin a été congu et rédigé dans le style d'un manuel.
Les renseignements sur P'essai au tétrazolium sont présentés sous une forme
non technique dans toute la mesure du possible, avec suffisamment de
détails pour pouvoir étre appliqués dans de bonnes conditions, avec un
minimum d’expérience et de connaissances techniques. Les renseignements
présentés proviennent en grande partic d’un programme intensif de mise
au point et d’évaluation des méthodes d’essai qui a été entrepris au cours
des quatre dernidres années. Les auteurs ont également largement fait appel
A Pexpérience et aux travaux d’autres spécialistes dont il est question dans
la liste bibliographique. - .
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Le bulletin est divisé en plusicurs sections, Le débutant devrait com-
mencer par se familiariser avec les renseignements donnés aux sections
II, 111, 1V, VII et VIII avant d’essayer d’appliquer les méthodes exposées a
la Section V. Ceux qui ont une grande expérience de I'essai au tétrazolium
seront probablement surtout intéressés par les Sections I, II et V1.

I. HISTORIQUE

La nécessité de disposer de méthodes rapides pour estimer ou prévoir
le comportement germinatif de semences est reconnue depuis longtemps,
Une recherche systématique et scientifique de ces méthodes a déji été
entreprise a la fin du x1x® siécle. Darsie et ses collaborateurs (20) faisaient
remarquer en 1914 que :

« Lorsque... deux ou plusieurs semaines doivent s’écouler méme dans
les conditions les plus favorables avant que I'on puisse connaitre la qua-
lité, c’est-a-dire la faculté germinative des semences auxquelles on s’intéresse,
il est hautement souhaitable de trouver une méthode rapide pour de nom-
breuses raisons. Non seulement une économie de temps est souhaitable,
ne serait-ce que pour des raisons pécuniaires, comme dans le cas de I’ache-
teur C2s semences, mais aussi il y a moins 2 craindre, lorsque les semences
ne sont exposées qu'un court laps de temps, qu’elles ne soient endomma-
gées par les champignons ou d’autres ennemis des semences considérées. »
(pp. 103-104.)

La recherche de techniques destinées 2 estimer rapidement la vitalité
s'est orientée dans plusieurs directions. Certaines ont abouti & des méthodes
compliquées et incxactes ; d’autres présentent un grand intérét mais n’ont
pas été exploitées pleinement. On trouvera ci-aprés une indication de
P'orientation des recherches 2,

METHODES PHYSIQUES ET CHIMIQUES

En 1901, Waller (115) a rédigé un rapport sur une méthode électrique
gour déterminer la vitalité des semences. Il a démontré qu'en soumettant
un courant électrique les semences viables on obtenait des « décharges »
qui pouvaient étre mesurées avec un galvanométre et que les semences mor-
tes réagissaient différemment au traitement. Les travaux qui ont été accom-

1. Les auteurs sont Associate Agronomists, Assistant Agronomist and Research
Assistants respectivement du Mississippl Seed Technology Laboratory, Station Expéri-
mentale du Mississippi,

2. Depuis que la présente section a & rédigée, Barton (4) a présenté une tude
remarquable sur Ja question,
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plis ultérieurement sur la méthode Waller ont indiqué que cette technique
était assez exacte mais qu'elle nécessitait beaucoup de temps et une grande
compétence technique.

L'utilisation de méthodes électriques pour déterminer la vitalité des
semences a pris une orientation quelque peu différente avec les travaux
de Hibbard, Fick et Miller (33-46). Leurs expériences étaient fondées sur
Phypothése que les semences non viables étaient plus perméables que les
semences vivantes, et qu'en conséquence, les électrolytes s’écoulaicnt plus
rapidement des semences mortes et agées. En trempant unc certaine quan-
tité de semences dans de I'eau ou dans des solutions diluées de permanganate
de potasse, et en mesurant la résistance électrique de I'cau de trempage,
ils ont déterminé que la résistance électrique variait directement cn fonction
de la vitalité ct que la faculté germinative des semences pouvait étre estimé
avec une certaine exactitude. Plus récemment, Presley (94), Thomas (107)
et Helmer (45) ont utilisé cctte technique pour estimer rapidement la
vigueur ou le pouvoir de multiplication des semences.

Lesage (70) a décrit une méthode quelque peu différente pour cstimer
la vitalité des semences, méthode fondée sur le taux différent de diffusion
des substances des scmences vivantes et mortes. 11 a trempé des semences
dans des concentrations différentes d’hydroxyde de potassium ct a mesuré
la coloration des solutions. Les semences d’une faible vitalité donnaient une
couleur jaune aux solutions tandis que les semences d’'une grande vitalité
ne le faisaient pas. Tatum (106) a constaté que la turbidité de I'eau dans
laquelle étaient trempées des semences de mais était en liaison étroite avec
Pénergence provequée par le froid. Vaughn et Delouche (113) ont indiqué
que la rapidit¢ du gonflement des semences de tréfle déposées sur du
buvard humide donnait un indice approximatif de vitalit¢ ; les semences
qui étaient gonflées au bout d’une heurc ou deux n’étaient généralement
pas viables. Vaughn (112) a aussi constaté que la couleur des semences
et leur poids spécifique étaient en liaison étroite avee la vitalité des petites
semences et légumineuses.

Plusicurs chercheurs (14, 47, 92) ont constaté que la teneur en acide
gras libre de certaines espéces de semences était en liaison étroite avee leur
vitalité. Au moyen d’unc cxpérience ingénicuse, Hoffpauer (47) a coupé en
deux des graines de coton, a planté I'extrémité contenant le germe sur de
I'agar ¢t a déterminé la tencur cn acide gras libre de I'autre extrémité. 1l
a constaté que les acides gras libres contenus dans 'huile des différentes
semences variaient de 0,3 & 90 %. La plupart des semences qui avaient
moins de 3 % de tencur en acide gras libre étaient viables tandis que toutes
les semences ayant plus de 5 % de teneur en acide gras libre étaient
mortes.

Darsic et Cic (20) ont fondé leur méthode d'essai rapide de vitalité
sur un phénoménc depuis longtemps connu des physiologues, & savoir que
les semences libéraicnt de la chaleur pendant la germination, Iis ont placé
des semences humides dans des flacons de Dewar argentés, ils ont mesuré
la production de chaleur et ont conclu que la production de chaleur ¢tait
directement liée i la vitalité ct a la vigueur. Par exemple, ils ont remarqué
que le rendement normal en chaleur de 10 grammes de scmences d'orge

4
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imbibées était de 0,88° C, et ont suggéré que des rendements en chaleur
anormalement élevés étaient le résultat d’une contamination par des cham-
pignons et que des rendements anormalement faibles en chaleur étaient
attribuables & une faible vitalité et & une vigueur insuffisante. Harmond
(43) a constaté récemment que la détermination du rendement calorifique
au moyen d’un équipement moderne ouvrait des possibilités considérables
pour déterminer lindice de vitalité. Doroshenko (25) a décrit une méthode
plasmolytique pour déterminer la capacité de germination des semences.
Cependant, les techniques utilisées étaient assez complexes. Kugler (59)
a constaté que les semences non viables de certaines variétés de cruciféres
contenaient des substances fluorcscentes qui s’écoulaient du substratum
germinatif, tandis que les semences viables ne contenaient pas de telles subs-
tances. Ainsi, une analyse aux ultraviolets a donné une estimation approxi-
mative de la vitalité,

Les méthodes indiquées ci-dessus présentent toutes de sérieuses limi-
tations, Tout d’abord, il s’agit de méthodes fondées sur une quantité déter-
minée de semences et elles ne permettent donc pas d’évaluer séparément
des semences. En conséquence, ces méthodes ne sont pas trés exactes et
peuvent, au stade actnel de développement, donner des résultats exprimés en
vitalité faible, moyenne et élevée. En outre, méme les résultats relatifs ainsi
obtenus doivent €tre convertis en transformant V'indice particulier obtenu
par la méhode en un pourcentage estimé de germination. Il est tout a fait
possible que des méthodes fondées sur de grandes quantités de semences
soient plus faciles & utiliser pour évaluer la vigueur des semences, que pour
estimer le pourcentage de germination.

DETERMINATION DE LA VITALITE PAR COLORATION

Des méthodes fondées sur une évaluation des réactions de semences
prises individuellement se sont révélées les meilleures pour prévoir ou esti-
mer la vitalité des semences. Quelques-unes des premidres tentatives visant
2 mettre au point des essais rapides de vitalité étaient fondés sur la réaction
des semences individuelles & des matigres qui coloraient les semences mortes
ou des parties de semences non viables.

En 1876, Dimitricwicz a fait état d’'une technique de coloration au
moyen de Pacide sulfurique (35). 1l a constrié que les embryons viables
et affaiblis ou morts se ccloraient différemment lorsqu'ils étaient traités
a Pacide sulfurique. 11 a fallu attendre 1925 pour mettre au point une
méthode suffisamment exacte de coloration des semences viables. Neljubow
(84,85) a constaté que le carmin dindigo, colorant A base d’aniline, péné-
trait dans les tissus morts mais ne pénétrait pas facilement dans les tissus
vivants. Des embryons ont été extirpés ou coupés et trempés dans une
solution faible de carmin d’indigo pendant une heure, puis lavés et évalués.
L'interprétation des résultats de I'essai était fondée priuacipalement sur la
proportion de I'embryon qui n’avait pas été colorée.

Drautres chercheurs (99,111) ont appliqué avec succds la méthode
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au carmin d'indigo pour estimer la vitalité des semences d’arbres, Gadd et
Kjaer (36) ont utilisé le carmin d'indigo comme élément constitutif d'une
teinture double pour déterminer la vitalité des semences de céréales.

METHODE FONDEE SUR L'ACTIVITE DES ENZYMES

Les enzymes sont des bio-catalyseurs qui jouent un rdle essentiel dans
le processus complexe de la vie. Comme les enzymes jouent un réle abso-
lument capital dans le métabolisme des plantes et comme I'activité d’un
grand nombre d'entre eux peut étre mesurée ou démontrée au moyen de
techniques appropriées, les chercheurs ont essayé depuis longtemps d'éta-
blir une corrélation eutre leur présence ou leur activité avec la vitalité des
semences. En fait, de nombreuses méthodes parmi les plus prometteuses
et les meilleures pour estimer la vitalité des semences sont fondées sur des
essais de certaines enzymes ou groupes d’enzymes.

McHarque (75) a appliqué un essai physiologique standard pour déter-
miner l'enzyme peroxydase dans les semences de mais, d’avoine, de soja
et de laitue, et a mis au point un essai rapide de vitalité fondé sur lacti-
vité de la peroxydase. La seule limitation de V'essai de McHarque est qu'il
nécessite de grosses quantités de semences et qu'il ne peut étre appliqué
4 des semences isolées. Plus récemment, I'essai & la peroxydase a été
adapté avec d’asscz bons résultats aux semences prises isolément (11).

L’activité de ’enzyme catalase a été utilisée par Davis (23) et Leggatt
(69) pour déterminer la vitalité des semences. Cependant, la complexité de
la technique employée, et la nécessité d'utiliser de fortes quantités de
semences broyées, ont séricusement limité I'emploi de cette méthode. En
outre, il a été démontré que les semences mortes contenaicnt pendant plu-
sieurs années de la catalase (11).

Les essais de vitalité fondés sur P'activité enzymatique doivent répon-
dre & plusieurs conditions pour pouvoir étre appliqués avec succeés. Tout
d’abord, cette méthode doit permettre P'examen et I'évaluation des réac-
tions de différentes semences. 11 est préférable aussi que les réactions soient
facilement reconnaissables et nc nécessitent pas de techniques ou des
connaissances biochimiques importantes de la part de I'analyste. Une troi-
sieme condition trés importante est que l'activité de I'enzyme ou des enzy-
mes soit associée étroitement ou liée a la vie des semences.

Turesson (110) a probablement été le premicr a étudier un groupe
d’enzymes, les déshydrogénases, qui répondent i la plupart des conditions
exposées ci-dessus. Cependant, sa technique particuliére, qui avait un carac-
tére d’avant-garde, ne tenait pas compte intégralement de toutes les carac-
téristiques désirables de ces enzymes. Il appliquait des solutions diluées de
bleu de méthylene A des semences broyées et, dans certaines conditions
appropriées, il pouvait observer la réduction du composé en sa forme
incolore. Malgré les trés graves limitations de la méthode de Turesson,
celle-ci a été & origine de découvertes ultérieures.

11 conviendrait cependant de noter une autre caractéristique désirable
des déshydrogénases. Les déshydrogénases participent aux réactions d'oxy-
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dation-réduction d'un grand nombre de composés organiques. Les formes
réduites et oxydées de certains de ces composés sont caractérisées par des
couleurs différentes. En conséquence, I'activité enzymatique est un phéno-
mene facilement observable qui entraine d'importantes modifications de la
couleur.

Le chercheur japonais Hasegawa (44) a mis au point un essai de vita-
lité fondé sur la réduction de sels incolores de sélénium et de tellurium en
leur forme élémentaire colorée ; les précipités se formaient sur des cellules
vivantes 2 la suite de I'activité des déshydrogénases. Sakata (96) a révisé
les travaux ontérieurs sur les sels de sélénium et de tellurium., Eidamnn
(30) a travaillé surtout avec des sels doubles de sélénium a perfectionner
les travaux d’Hasegawa et a mis au point la méthode au sélénite. Les
semences étaient trempées dans de I'eau pendant 24 heures environ, puis
transférées dans une solution & 1 ou 2 % de bisélénitc ol elles restaient
pendant 24 heures encore. Au bout de ce temps, les secmences étaient lavées
et les résultats de Pessai étaient interprétés. L'interprétation était fondée
en grande partie sur le mode de coloration de 'embryon. Lalion (64) indi-
quait une méthode topographique au sélénite pour évaluer la vitalité, qui
permettait d’établir une distinction non seulement entre les semences mor-
tes et les semences vivantes, mais aussi entre les semences probablement
anormales et i faible viguc.r. Plus récemment, Johnson (56) a fait état de
travaux trés étendus sur le bisélénite. Gadd et Kjaer (36) ont combiné le
bisélénite et le carmin d’indigo en mettant au point une méthode a double
coloration : les zones vivantes de l'embryon étaient colorées en rouge
(bisélénite) tandis que les zones mortes étaient teintes en bleu (carmin
d'indigo).

Deux autres méthodes fondées sur Dactivité enzymatique méritent
d’€tre signalées. Gadd (35) a utilisé le vert de malachite pour vérifier I'acti-
vité des déshydrogénases dans les semences de pois. Les semences viables
contenant les enzymes décoloraient le produit chimique. Plaut et Halfon
(91) ont mis au point un essai fondé sur 'emploi comme réactif de résa-
zurine. Les embryons viables restaient blancs aprés le traitement, tandis que
les embryons non viables devenaient rouges ou bleus.

La méthode la plus importante pour déterminer rapidement la vitalité
est 'essai au tétrazolium. De méme que les méthodes au vert de malachite
et au sélénite, ellc cst fondée sur un changement de couleur provoqué par
I'activité des enzymes. Il est incontestable que les essais au tétrazolium ont
soulevé un vif intérét parmi les grainiers et les spécialistes de I'analyse des
semences, et ont en outre attiré davantage que toutes les techniques anté-
rieures I'attention sur la nécessité d’essais rapides de vitalité. L’historique
de ces recherches est étudié dans une autre section.

AUTRES METHODES

Les méthodes rapides d'essais de la vitalité qui ont été examinées ci-
dessus étaient toutes du type indirect, c'est-d-dire que I'estimation de la
vitalité était fondée sur des phénomenes associés ou liés & la germination
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et non pas a la germination proprement dite. A diverses époques, on a
proposé des méthodes qui combinaient les avantages de la détermination
directe de la germination avec une période d’essai de germination beaucoup
plus courte.

On sait depuis longtemps que la température exerce une grande influ-
ence sur la rapidité de la germination. Pour la plupart des espices de semen-
ces non dormantes, il y a une gamme de températures sur laquelle les pour-
centages finals de germination sont équivalents. Cependant, dans cette
gamme, les températures les plus élevées favorisent une germination plus
rapide (28, 29).

Delouche (42) signale que les essais de germination du mais et du
soja effectués 2 30° C pouvaient étre terminés deux ou trois jours plus tot
que des essais & la température recommandée de 20-30° C et sans diminu-
tion de I'exactitude. De méme, en changeant la température recommandée
pour la germination des pastéques de 20-30°C a 30-20°C (30° pendant
16 heures, 20° pendant 8 heures) on pouvait réduirc de 4 a 5 jours la
période d’essai, Poe et ses collaborateurs (92) ont signalé qu'en utilisant
des graines de coton décortiquées, les essais de germination pouvaient étre
effectués en deux jours,

Dans certains cas, on peut réduire la durée de l'essai en trempant les
semences dans de l'eau avant de procéder & l'essai de germination (16).
Moore (79) a constaté que le fait de tremper des graines de coton dans une
solution diluée de savon augmentait la rapidite de germination.

Le laps de temps considérable nécessaire pour la germination d’un
grand nombre de semences n'est que I'un des aspects de 1'état de dormance
des semences. Nous ne nous efforcerons pas ici de passer cn revue les
travaux sur les méthodes propres & arréter le repos des semences. Cepen-
dant, il convient de faire mention rapidement de quelques-uns des travaux
les plus récents sur les méthodes de détermination rapide de la vitalité des
semences d’arbres en état de dormance.

La durée des essais de germination des semences d’arbres et d’arbustes
est particulierement longue. Pour de nombreuses espéces, il n’est pas rare
que la durée de germination varie de 40 a 100 jours. Flemion (34) a mis
au point une méthode qui abrége considérablement le temps nécessaire pour
déterminer la vitalité des semences d’arbres et d’arbustes. Les embryons sont
excisés et placés sur du papier filtre humide. Les embryons viables se déve-
loppent et deviennent verts. Cependant, la méthode de Flemion, tout en
étant trés exacte, nécessite beaucoup d’habilcté et de temps pour préparer
les embryons destinés a I'essai. Récemment, Ching ct Parker (15) ont mis
au point un essai rapide de vitalité pour les semences des coniféres qui
préscnte de grands avantages. L'enveloppe extéricure de la semence est
rapidement coupés au moyen d’une pongeuse & moteur. Les semences ouver-
tes sont alors placées dans une solution & 1 % d’eau oxygénée & la tempé-
rature voulue et restent dans cette solution pendant ]~ durée de I'essai. On
peut alors déterminer directement la vitalité des semences au bout de 5 A
9 jours, tandis que pour les essais normaux de germination, il fallait de 40
2 90 jours.
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Il L’ESSAI AU TETRAZOLIUM

La méthode topographique au sélénite qui a été mise au point en
grande partie par Lakon (64) mettait I'accent sur la réaction des différents
organes des semences et permettait d’estimer la vitalité des semences avec
une trés grande exactitude. Cependant, la méthode au sélénite présente un
grave inconvénient. Le sélénium est asscz toxique et son usage est trés
dangereux pour les anaiystes.

En 1941, Kuhn et Jerchel (60) ont découvert que les sels de tétrazo-
lium pouvaient étre réduits A partir de formes incolores et solubles en for-
mazans insolubles et colorés dans les tissus vivants. Lorsque Lakon a été
mis au courant de cette découverte, il a abandonné les composés toxiques de
s€lénium en faveur des sels non toxiques de tétrazolium et entrepris des
recherches sur les essais rapides de vitalité avec du tétrazolium, essais qu'il
a poursuivis jusqu’d sa mort, il y a quelques années. Ses premiers travaux
(63,64) ont porté sur les semences de mais et les petites semences. Il a cons-
taté que lorsque les sels de tétrazolium viennent en contact avec les tissus
vivants de Pambryon des semences, le produit chimique est réduit en un pig-
ment insoluble qui « colore » le tissu. Les tissus non vivaiis ne réduisent pas
les sels de tétrazolium. Lakon a mis au point plusieurs méthodes pour prépa-
rer les semences en vue de l'essai au tétrazolium. Les scinences de mais
étaient trempées perdant une nuit et sectionnées longitudinalement 2 travers
Pembryon avant d’étre placées dans une solution de tétrazolium. Pour les
petites semences de céréales (sauf I'avoine) les axes embryoniques étaient
excisés avant d’étre placés dans la solution de tétrazolium. L'interprétation
était fondée sur l'importance et Pemplacement d’une tache brillante de rouge
carmin produite dans les tissus vivants 3 la suite de la réduction in situ du
tétrazolium. Sur plusieurs sels de tétrazolium qu'il a essayés, Lakon a
constaté que le chlorurc de triphényle-tétrazolium-2,3,5 était le meilleur.
Les travaux antérieurs de Lakon sur la méthode au tétrazolium étaient
inconnus dans notre pays jusqu'aprés la guerre en 1945. Au cours de cette
année-13, une équipe d’enquétcurs de la Joint Intelligence Agency qui inter-
rogeaient les chercheurs allemands au sujet de leurs activités pendant la
guerre a découvert les travaux de Lakon et a fait rapport & leur sujet (27).
Peu aprés, plusicurs documents sur I'essai au tétrazolium ont été publiés
en langue anglaisc. Porter, Durrell et Romm (93) ont appliqué les techni-
ques dc Lakon a plusicurs plantes cultivées y compris les céréales, le mais,
les pois, le soja et le riz. Ils constaterent que des techniques étaient plus
cfficaces pour cstimer la vitalité des semences de graminées que celle des
semences de dicotylédonées. Cottrell (18,19) et Shuel (101) ont également
fait rapports sur les études reiatives au tétrazolium peu apres la guerre.

Parmi les chercheurs américains qui ont largement contribué 4 mettre
au point les essais au tétrazolium, il convient de citer Bass (5, 6, 7), Grabe
(4), 41), Iscly (52), Jensen et ses collaborateurs (54, 55), Metzer (76),
Moore ct E. Smith (77, 78, 80, 81, 82) et F.G. Smith (103, 104).

Un grand nombre d’ouvrages ont été publiés sur les essais au tétrazo-
lium, 11 n’est pas question de passer en revue ici les travaux de tous les
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chercheurs en question. Barton (4), Favilli (32), Gadd (35), Grabe (40),
Isely (52) et Smith (102) ont passé en revue un grand nombre des travaux
effectués antéricurement. Les principales références concernant les diffé-
rentes espices de semences sont les suivantes : Semences de graminées
(5, 6, 7, 22, 49, 50, 52, 55, 57, 62, 64, 86, 87, 105, 116) ; Graines de
légumineuses (13, 25, 45, 100) ; graines de coton (40, 68. v2) ; Semences
de cucurbitacées (93) ; Semences de colza (107) ; Semences d’arbres (12,
48, 58, 88, 89, 90). Plusieurs chercheurs (8, 9, 10, 17, 36, 35) ont fait
rapport sur lincidence des dégits occasionnés aux semences par la gelée,
la chaleur et les fumigations sur les résultats des essais au tétrazolium. La
méthode au tétrazolium a aussi été utilisée pour déterminer la vitalité du
pollen (97) et d’autres parties des plantes (95).

MECANISME DE LA REACTION DU TETRAZOLIUM

Le sel de tétrazolium est un indicateur d’oxydation et de réduction et
il a été bien établi que l'apparition dans les tissus d’'une couleur rouge non
diffusible est le résultat de la réduction du produit chimique par I'action
des enzymes. Un ou plusicurs des systtmes de déshydrogénases semble
intervenir dans la réaction. (53, 102, 103, 108). La réaction est la sui-
vante : (102).

/N—-N—CsHs ' Neel{ H—Cg Hs,
CgHg— c\ ket __y  Cgls— c\ +u'c1”
N=N+=CH . Ne=Ne==CsH
65 65
c1-
Chlorure de triphényle-tétrazolium-2,3,5 Formazan,

Smith (103) a effectué une étude détaillée sur la réaction et a conclu
que dans les embryons de mais, la réduction du chlorure de triphényle-tétra-
zolium est catalysée par des déshydrogénases, liées 2 la disphosphopyridine-
nucléotide (systtme malique et alcoolique) et qu'elle était facilitée par la
diaphorése. 1l a aussi constaté que les déshydrogénases aérobies, telles que
I'oxydase de xanthine catalysaient aussi !a réaction. L’essai au tétrazolium
constitue donc un test de lactivité de certains systtmes d’enzymes. Fort
heureusement, la perte d’activité de ces systémes tend & étre paralléle 2 la
perte de la vitalité des semences.

Les enzymes déshydrogénases participent & I'activité respiratoire des
systmes biologiques. Pendant le processus respiratoire, il se produit des
corps intermédiaires sur lesquels les enzymes agissent. Le ijons d’hydro-
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1

géne .ont. transférés . (en  plusieurs phases), -au. tétrazolium . qui, en
se. combinant & I'hydrogéne est réduit en formazan insoluble et coloré
(rouge). Comme la réaction se produit dans les. cellules et que le pigment
ne se diffuse pas, il y a une ligne de démarcation assez nette entre les tissus
qui respirent (viables) et ceux qui ne respirent pas (non viables). Les pre-
miers prennent une couleur caractéristique (rouge) tandis que les derniers
conservent leur couleur nzturelle. :

La vitesse de la réaction au tétrazolium est fonction de plusieurs fac-
teurs : le pH (39, 103, 104), la température, (40, 101), la pression .atmos-
phérique (76) et la concentration (103).

lll. STRUCTURE DE LA SEMENCE
. ET DES PLANTULES

[ +

Une application intelligente et exacte de I'essai au tétrazolium exige
au -moins une connaissance générale de la structure des semences et des
plantules. Cette connaissance est indispensable pour bien préparer les
semences destinées A I'essai et pour interpréter avec exactitude les résultats
de’ ces cssais. L'interprétation est fondée essentiellement sur la répartition
des tissus vivants et de tissus morts entre les divers organes de I’embryon,
Si on ne connait pas la signification et la fonction de chaque organe, les
réactions qui provoquent la coloration sont sans signification.

“GRAINES ET PLANTULES DE GRAMINEES

La semence ou « grain » de graminée est une espéce particuliére de
fruits appelé caryopse. Elle est entourée par I'enveloppe du fruit (paroi de
Povaire) ou péricarpe. Dans la plupart des espéces, la véritable enveloppe
des semences n'est pas bien développée et elle est intimement liée au péri-
carpe. En plus du péricarpe, les semences de graminées sont généralement
entourées de téguments, Dans de nombreuses espéces, & maturité, les tégu-
ments se séparent naturellement du grain ou par battage et traitement (blé,
seigle, quelques variétés de sorgho, eragrostis, chiendent décortiqué.) Dans
d’autres especes cependant, les téguments ne s'en vont pas (ou ne sont pas
enlevés) et restent sur la semence (par exemple : avoine, riz, ray-grass,
péturin des prés, paspalum). Un grain d’avoine est entouré par deux enve-
loppes, la lemma et la palea, tandis qu’une graine de paspalum est entourée
d’'une lemma, d'une palea, d’'une lemma stérile et d’une glume (fig. 1, A).

La plus grande partic des semences de graminées est constituée par
Pendosperme qui est une masse hypertrophiée de tissu contenant de 1’ami-
don qui constitue la principale réserve alimentaire. Le tissu de Pendosperme
est généralement mort, sauf, les cellules de la ou des couches extérieures
qui sont appelées les aleurones (Fig. 1. B). :
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Fig. 1

Structure du grain et de lo plantule chexz les graminées (mais) — A. Vue extérieure

du caryopse — B. Coupe en deux porties du caryopse — C. Plontule : a) péricarpe,

b} germe, ¢) endosperme, d) scutelle, e} coléoptile, f) plumule, g) racine séminale,
h) radicelle, i) coléorhize.

La structure de ’embryon est relativement constante dans toutes les diffé-
rentes espéces de graminées, L'embryon, est latéralement placé sur le coté
de 1a lemma de la graine. L'embryon peut étre petit par rapport a I'endo-
sperme, comme dans le iz, on peut constituer presque la moitié¢ de la
graine, comme dans le sorgho, var.halepense.

L'embryon comprend essentiellement trois organes : la plumule et la
radicule qui ensemble forment l'axe embryonnaire et la scutelle. La scu-
telle est en contact avec l'endosperme et elle est plate ou convexe sur sa
face intérieure, et plate ou concave sur sa face extérieure. Les bords sont
souvent retournés en-dedans ct enveloppent particllement l'axe embryon-
naire qui est attaché a la scutelle prés du milieu de sa face antérieure
(Fig. 1. B).

La plumule est séparée du point d’attache 2 la scutelle par un axe court,
le mésocotyle et comprend une enveloppe protectrice extérieure, la coléop-
tile, un nombre variable de feuilles embryonnaires et le bourgeon terminal.
La radicule est située au-dessous du mésocotyle et elle est aussi entourée
par une enveloppe, la coléorhize. Dans certaines espéces, il y a deux ou
plusieurs radicelles préformées dans la région immédiatement située au-
dessous de la plumule. Deux racines séminales sont généralement visibles
dans la section longitudinale de I'embryon du mais. Cependant dans les
autres espéces, les radicelles ne sont pas visibles dans la section longitu-
dinale (Fig. 1. B).
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Lors de la germination, la radicule rompt la coléorhize, sort et devient
la racine principale. Les radicelles apparaissent plus tard, au cours du
processus de germination, La coléoptile sort aussi de la semence et dans
le sol, elle est soulevée au-dessus du niveau du sol par allongement de
'axe situé immédiatement au-dessous de la plumule. Lorsqu'elle est sortie
du sol, les feuilles apparaissent & travers une fente située prés du sommet
de la coléoptile (Fig. 1. C).

La croissance et le développement de la radicule ou racine principale
ne sont pas nécessaires chez la plupart des graminées pour assurer la survie
et la croissance de la plantule et de la plante. Les radicelles et les racines
adventives formées aux nceuds supérieurs constituent le principal systéme
radiculaire des graminées. Il convient de tenir compte de ce fait au cours
de l'interprétation des essais au tétrazolium.

GRAINES ET PLANTULES DE DICOTYLEDONEES

Par rapport aux graines de graminées, la structure de la plupart des
graines de dicotylédonées apparait comme remarquablement simple. Les
graines de la plupart de ces especes importantes pour l'agriculture sont
de véritables semences et sont contenues dans une enveloppe. Les graines de
quelques espdces, comme le tournesol, le sarrasin et les carottes sont des
fruits ou parties de fruits. En outre, les graines de dicotylédonées cultivées
sont presque enticrement constituées par I'embryon, sauf I'enveloppe de
la semence. Le ricin est 'une des rares dicotylédonées cultivées dont les
graines conticnnent un tissu endosperme en quantité trés importante,

Les graines de dicotylédonées comprennent essenticllement une enve-
loppe extéricure qui est interrompue seulement par le hile ou point d’atta-
che de la graine dans le fruit. Le hile apparait surtout dans les légumineuses
od la région hilaire peut étre pigmentée différemment comme dans le pois
chiche ou le soja. L’embryon remplit Pintéricur de la graine et comprend
principalement deux cotylédons, une radicule (et 'hypocotyle) ainsi qu'une
plumule (Fig. 2. A). Les cotylédons peuvent étre de grande taille, épais et
charnus comme dans le haricot, ou minces et foliacés comme dans la pas-
téque. Ils pecuvent étre déroulés comme dans le soja, repliés une fois
comme dans le radis, ou plusieurs fois comme dans le coton. Quel que soit
le type de pliure des cotylédons, ils sont accolés le long de leurs faces supé-
rieures. La plumule est située 2 la base des cotylédons entre ceux-ci, au point
d’attache & I'hypocotyle (fig. 2, B). La plumule peut étre visible a I'ceil
nu comme dans le soja ou invisible comme les cucurbitacées et les trefles.
L’axe hypocotyle-radicule est de formes diverses : il ressemble a une racine
dans les graines de radis et de légumineuses, ou bien il est plat et triangu-
laire comme dans les cucurbitacées.

Pendant la germination, l'axe hypocotyle-radicule se transforme en
hypocotyle et racine principale. Les cotylédons peuvent sortir du sol avant
le développement de la plumule (cotylédons épigés comme dans les hari-
cots), ou bien la plumule peut sortir par allongement de I'épicotyle, tandis
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Fig. 2
m‘ok'ﬂuu“thMW(w—Amm&
riowrs, bo ment btant onlové — B. vue Intérieure, wun cotylédon éitent enlevé — °

C.m.o)wﬁ“u—b)n‘lulo—c)phmlo—b)hkoty‘o—o)hulo
primeirs — f) bourgoon tormingl — g) hypocetyle.

que les cutylédons restent dans le sol (cotylédons hypogés comme dans le
pois ou la vesce). La plumule se transforme cn tige et feuilles de la plante
(Fig 2. O).

Le bon développement de la racir+ principalc présentc unc grande
importance chez la plupart des dicotylédcnées. Si la racinc principale est
faible ou nc s¢ développe pas, les racincs adventives ou secondaires peu-
vent pousser ; cependant, le développement général de la plante s'en
trouve affecté.

IV. METHODES GENERALES

MATERIEL ET EQUIPEMENT (Fig. 3)

Le matériel et I'équipement nécessaires pour I'essal au tétrazolium sont
relativement simples et peu cofteux. lis consistent essentiellement en :
1) tétrazolium,
2) coupelles en verre,
3) lames de rasoir,
4) pinces (pinces & épiler),
$) aiguilles A disséquer,
6) loupes ou microscope.
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Lorsque les essais au tétrazolium doivent étre pratiqués couramment,
il est souhaitable d’acheter des types normalisés de produits et d'équipement,

Le produit chimique, le chlorure de triphényle-tétrazolium-2,3,5 colite
environ 25 dollars le gramme. Un gramme suffit pour effectuer une cinquan-
taine ou davantage d'essais sur les graminés A petites graines, 25 essais
sur les graminés & grosses graines, 10 essais sur les graines de trifle et 2
essais sur les graines de la dimension du soja.

Les béchers et les verres de montre sont des récipients idéals pour la
préparation ct la coloration des semences ainsi que pour Pinterprétation
des résultats des essais. Pour les graines d’une dimension comparable 2 celle
des tréfles incarnat, il convient d’employer des béchers de 20 ou 50 ml.
Pour les graines de la dimension de celles des vesces velues, il faut employer
des béchers d'unc capacité de 100 ml environ, tandis que des béchers de
200 ou 250 ml conviennent tout particulitrement pour la coloration du
soja, des pois et haricots, ainsi que pour la préparation (trempage) du coton
et du mais. Les verres de montre de Syracuse sont idéals pour la coloration
d’un grand nombre d'espéces de petites semences, tandis que les boites de
Petri peuvent étre utilisées pour les semences de plus grande dimension. 11
convient de souligner cependant que I'on peut utiliser n’importe quel réci-
picnt ou soucoupe cn verre & la place des béchers et verres de montre qui

Figure 3. — Equipement et matériel utilisés pour Vessal au tétrazolium
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sont plus cofiteux. L'analyste trouvera rapidement le récipient qui convient
le mieux pour son travail, ,

Les semences qui- doivent étre sectionnées avant d'étre colorées peu-
vent P’étre au moyen de n'importe quel instrument coupant. Cependant,
Ja lame de rasoir a un seul tranchant convient admirablement bien & cet
effet, Elle fait des coupures nettes et propres et elle est peu colteuse. La
perforation des graines de graminées avant la coloration peut se faire parti-
culierement bien avec une aiguille & coudre mince et pointue. On peut se
servir aussi des épingles utilisées pour fixer les insectes dans les boites
ainsi que des aiguilles A disséquer qui ont été meulées de fagon a avoir une
pointe mince et aigué.

On peut utiliser également plusieurs pinces (pinces a épiler) de dimen-
sions diverses. Les types utilisées pour 'essai des semences sont ceux qui
conviennent le mieux,

Si 'analyste veut tirer parti de la plus grande rapidité de la coloration
A haute température ambiante, il faut qu'il dispose d’un four ou d’une étuve.
Les petits germinateurs du type « casserolec » dont on trouve la description
dans plusieurs catalogues d’équipement de laboratoire, peuvent convenir
pour la plupart des usages. Un de ces petits germinateurs peut contenir
de 10 A 40 essais en méme temps et maintenir une tcmpérature constante
de 30° pour la préparation et de 40° pour la coloration. Si I'on a besoin
de davantage d’espace, il faut se procurer une unité plus grande du type
étuve. Il convient de souligner ccpendant que la coloration sc fait a la
températurc ambiante, bien que plus lentement.

L’interprétation des résultats des essais, sauf pour lcs trés grosses
semences, nécessite un appareil de grossissement. Une loupe 4 main ou un
trépied A pouvoir grossissant de 5 a 10 fois suffit généralement. Cependant,
pour les trés petites semences, comme celles de tréfle blanc, de péturin des
prés et de chiendent l'exactitude d’interprétation se trouve grandement

accrue par lutilisation d’un microscope stéréoscopique capable de grossir
de 9 a 30 fois.

PREPARATION DES SOLUTIONS DE TETRAZOLIUM

Le composé de tétrazolium utilisé est le chlorure de triphényle-tétra-
zolium-2,3,5. C'est une poudre blanche ou jaune péle soluble dans I'eau.

Les solutions doivent étre préparées avec de l'eau distillée. Ne pas
préparer en méme temps une quantité supérieure a celle qui est nécessaire
pour deux semaines. Bien que la solution soit trés stable, elle est souvent
contaminée pendant de longues périodes d'entreposage. Lorsqu'elle ne
sert pas, la solution doit étre placée dans un endroit frais & I'obscurité.
L'exposition de la solution & une forte lumiére entraine une réduction du
produit chimique et 'apparition d’une couleur rouge dans la solution.

Généralement, des concentrations de 0,1, 0,5 et 1 % en poids/volume
sont utilisées. On trouvera dans la section traitant des méthodes employées
pour les différentes espéces de semences une indication des concentrations
qu'il faut employer pour les différents types de graines.
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i‘ Les solutions de différentes concentrations sont préparées de la fagon
suivante :
a) solution & 0,1 % — un gramme de tétrazolium dans 1000 ml d’eau.
b) solution & 0,5 % — cinq grammes de tétrazolium dans 1 000 ml d’eau,
c) solution & 1 % — dix grammes de tétrazolium dans 1000 ml d'eau,
Il y a lieu de préparer une solution concentrée & 1 % dont on se
servira pour obtenir des concentrations plus faibles par dilution. Une solu-
tion & 1 % peut étre diluée 2 0,5 % en mélangeant une partie de solution
avec une partic d’eau. On peut préparer une solution & 0,1 % en mélan-
geant une partie de solution 3 1 % avec 9 parties d’eau.
Le pH de la solution doit étre compris entre 6 et 8 pour obtenir les
meilleurs résultats possibles.

ORIGINE ET ECHANTILLONNAGE

Les semences utilisées pour I’essai normalisé de germination sont pré-
levées dans un lot de semences pures qui a servi a une analyse de pureté.
Le principal objectif de I'essai ou tétrazolium étant de donner une estimation
des pourcentages de germination, il faut suivre des méthodes analogues. Les
semences utilisées pour I'essai au tétrazolium doivent donc étre prélevées
au hasard dans une fraction de semences pures. L'utilisation de planches de
comptage pour les grosses semences ou apparcils de comptage pneumati-
ques pour les petites semences élimineront une grande partie du manque
d’'uniformité dans le prélevement de I'échantillon,

Dans certains cas, il pourrait se révéler impossible de faire une
analyse de purcté pour se procurer la fraction de semences pures. Pour
certaines espéces de graines, en particulier celle de mais, de coton et de
soja, I'analyse dc purcté n’cst pas nécessaire. Cependant, la définition des
semences purcs doit toujours Etre respectée strictement lors du choix des
semences destinées 2 1'essai. Des fragments de semences de plus de la moitié
de la dimension des semences originales et non miires, ridées ou endomma-
gées par les inscctes, sont tous considérées comme des semences pures. Dans
le cas de semences de graminées de petite dimension, ol les matitres inertes,
peuvent présenter des difficultés, on peut remplacer d’une manicre satis-
faisante I'analyse de purcté en procédant de la fagon suivante : choisir au
hasard 150 A& 200 semences ; quand les semences sont scindées en deux
ou piquées, éliminer comme matiére inerte, toutes les semences qui ne sont
pas conformes & la définition des semences pures; lorsqu'on a préparé
100 semences pures, rejeter le reste. Recommencer l'opération autant de
fois qu'on le désire.

Il arrive fréquemment que quelques-uncs des semences choisies pour
Iessai au tétrazolium soient perdues ou endommagées lors de la préparation,
En conséquence, il est bon d'inclure dans le lot quelques semences supplé-
mentaires pour chaque essai, c'est-d-dire lorsqu'il faut 100 semences, choisir
110 semences et lorsqu’il en faut 2 X 50, utiliser 2 X 55. Aprés prépa-
ration, toutes les semences qui sont en excés doivent étre rejetées.
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1l est trés important de choisir avant d'effectuer l'essai proprement
dit, le nombre approprié de semences pour I'essai au tétrazolium, Ce serait
commettre une grave erreur de procéder différemment. Ceci est particu-
lidrement le cas des types de semences qui sont trempées dans I'eau pen-
dant un certain temps en vue de les préparer pour Pessai. A titre d’exemple,
supposons qu’un analyste place plusicurs poignées de graines de coton dans
un grand bécher d’cau afin d’attendrir les téguments et de faciliter leur
enlevement. Ensuite, aprés avoir ramolli les téguments, il insérc ses doigts
dans le bécher, ramasse quelques semences en méme temps et enléve les
téguments. 11 répite cette opération jusqua ce qu'il ait enlevé les tégu-
ments de 100 ou 2 X 100 scmences. A la suite de cela, l'essai au tétra-
zolium donnera toujours un pourcentage de germination inféricur a la
réalité car un nombre disproportionné de graines légéres ct détériorées
flottant dans I'eau seront comprises dans I'essai. II est évident qu'il ne
faut pas employer de telles méthodes. Au contraire, placer dans le bécher
pour les faire tremper le nombre approprié de semences pour I'essai, avec
quelques semences en plus, Aprés trempage, il faut enlever toutes les
semences et les utiliser pour l'essai.

Pour la plupart des usages, 2 X 100 semences sont suffisantes pour
tessai au tétrazolium. Dans certains cas, 2 X 50 ou 1 X 100 semences
donneront les renscignements nécessaires. Lorsqu’on ne cherche qu'a faire
une évaluation approximative de la vitalité en bonne, moyenne ou médiocre,
il suffit de 1 X 50 semences.

Aprés avoir choisi les semences, celles-ci doivent étre soumises 3 un
traitement préalable en vue de I'essai au tétrazolium.

TRAITEMENT PREALABLE DES SEMENCES

Il est souhaitable et fréquemment nécessaire de soumettre 2 un trai-
tement préalable les semences avant de les préparer pour I'essai au tétra-
zolium. Des semences telles que celles d’orge, mais, blé et riz qui sont
coupées en deux, doivent étre ramollies par trempage dans de l'eau ou
en les placant sur une matiére humide. Le traitement préalable facilite non
seulement le sectionnement mais donne une coloration plus nettc et plus
claire. Dans des cas exceptionnels, les semences pecuvent étre fendues en
deux 2 Pétat sec. Etant donné que le temps joue un réle important, la
période de trempage doit Etre aussi courte que possible, mais suffisante
pour ramollir les secmences destinées A étrc scctionnées ou décortiquées.
Certains prétendent que le traitement préalable prolongé améliorc la qua-
lité de P’essai. Le traitement préalable facilite en cffet I'interprétation mais
cependant, I'allongement de la durée peut nc pas compenser la facilité
accrue de linterprétation.

Le traitement préalable au ramollissement des scmences se fait plus
rapidement lorsque la_température est plus élevée. En général, la plupart
des semences peuvent &tre traitées d’une manidre satisfaisante & 30° environ,



30 L'ESSAI AU TETRAZOLIUM POUR DETERMINER

PREPARATION DES SEMENCES

1 existe plusieurs méthodes générales pour préparer les semences en
vue de l'essai au tétrazolium. Le choix d’une méthode dépend des semences
utilisées et la question va maintenant étre étudiée en détail pour les dif-
férents types de semences.

SECTIONNEMENT DES SEMENCES (Fig. 4 A)

Les grosses semences de graminées de dimensions allant de celles du
Paspalum 2 celles de mais, sont sectionnées longitudinalement selon une
ligne médiane A travers I'embryon. Aprés sectionnement, la moitié de la
semence est rcjetée et 'autre moitié est gardée pour I'essai. D'une manitre
générale, il est nécessaire de ramollir les semences en les trempant pen-
dant un certain temps dans l'eau afin qu'elles ne se cassent pas et ne
s’émiettent pas pendant le sectionnement. Une lame de rasoir a un seul
tranchant constituc un excellent moyen pour sectionner lcs semences. La
coupure doit sc fairc avec un mouvement de scie ou de glissement plutdt
qu'en appuyant pour éviter d’endommager la scmence et pour obtenir une
coupure nette. Aprés sectionnement, les semences sont placées immédia-
tement dans une solution de tétrazolium,

Fig. 4

Mithode de préparation des semences de gramindes pour l'essal ou tétrazolium,

A, Les grosses semences sont fendues longitudinalement & travers V'embryon, ligne

brisée. B. Les semences de graminées trop petites pour étre coupées longitudinalement

sont perforées avec une aiguille dons I‘endosparme {point) ou bien on enléve I'extré-
mité distale (ligne pointillée).

PERFORATION OU ENLEVEMENT
DE L'EXTREMITE DISTALE (Fig. 4 B)

Les scmences de graminées comme celles de chiendent, fléole et
plturin des prés, sont trop petites pour pouvoir étre bien coupées en
deux. On perfore gunéralement ces semences dans I'endosperme au-dessus
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de I'embryon avec une aiguille pointue, ou bien on enléve toute l'extré-
mité distale (extrémité non embryonnaire de la semence). Un trempage ou
traitement préalable est nécessaire avant de perforer ou de couper pour
empécher que la semence ne se brise. Les semences sont traitées préa-
lablement sur du papier filtre humide dans des boites de Pétri et sont
perforées ou coupées en se servant d’une loupe. Les semences perforées
peuvent facilement étre enlevées de la pointe de l'aiguille avec I'ongle et
étre déposées sur un verre de montre contenant une solution de tétrazolium.

ENLEVEMENT DU TEGUMENT DE LA SEMENCE

Dans certains cas, il est nécessaire d’enlever le tégument de la semence
et les autres membranes pour permettre I'absorption du tétrazolium. Le
trempage est généralement nécessaire pour ramoliir suffisamment le tégu-
ment pour qu'il puisse étre enlevé. Aprés trempage, Je tégument est soi-
gneusement enlevé avec les doigts ou une pince et la semence décortiquée
est placée dans la solution de tétrazolium.

COLORATION DIRECTE

Certaines semences, comme celles de tréfle et de vesce, se colorent
directement 2 travers le tégument; il n'est donc pas nécessaire de leur
faire subir un traitement préalable. Les semences séchées A l'air (ou par-
ticllement imbibées) sont placées directement dans la solution de tétra-
zolium. Les téguments doivent cependant étre enlevés avant d'interpréter
les résultats. On peut employer un autre systéme : tremper les semences,
enlever le tégument, puis les placer dans le tétrazolium. Le prenmer sys-
téme semble étre préférable, car les dégats occasionnés par hasard du fait
de I'enlévement des téguments se produisent aprés la coloration des semences
plutdt qu'avant et les résultats sont donc plus faciles a interpréter.

COLORATION

Il ne faut pas laisser sécher, avant de les placer dans la solution de
tétrazolium, les semences qui doivent subir un traitement préalable ou étre
trempées avant d’étre colorées. Elles doivent toujours étre recouvertes de
solution ou d’cau claire. Par cxemple, les graines de soja qui ont été pla-
cées pendant toutc une nuit sur des servicttes de papier humides, doivent
étre mises directement dans I'cau pendant plusieurs heures. Aprés trem-
page pendant une heure ou deux, il faut enlever l'eau et recouvrir les
semences avec un excds de tétrazolium pour permettre unc nouvelle absorp-
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tion par la graine, Les grains de mais, aprés avoir trempé dans l’eau pen-
dant au moins quatre heures, doivent Etre sectionnés et une moitié du
grain doit étrc immédiatement placée dans la solution de tétrazolium.

Lorsque la coloration a atteint Dintensité désirée (rouge vif), il faut
enlever la solution de tétrazolium et laver plusieurs fois les semences
dans de Yeau. Aprés lc lavage final, il faut laisser suffisamment d’eaun
dans la soucoupe pour recouvrir complétement les semences. Si on laisse
sécher la surface colorée, des teintes anormales se produisent.

Comme le tétrazolium se réduit lentement en un pigment rouge inso-
luble sous l'effet de la lumitre, les semences doivent étre conservées dans
'obscurité pendant la période de coloration.

Les différents types de semcnces se colorent d unc vitesse qui est
caractéristique de l'espéce pour une température donnée et une concen-
tration connuc de tétrazolium. Les semences de méme type ou méme
celles d’'un méme lot, peuvent nec pas se colorer avec la méme rapidité.
L’analyste ne peut donc pas s’attendre & cc quc toutes les semences ser-
vant A un essai déterminé donnent en méme temps la teintc rouge clair
qui est la meilleurc pour l'interprétation des résultats. Certaines semences
se colorent rapidement, d’autres lentement. L’essai doit étre terminé en
vidant la solution dc tétrazolium ct en lavant dans I'cau lorsque l'inten-
sité moyennc de coloration atteint Ic degré optimum pour linterprétation
des résultats. Les scmences qui n’ont pas été colorées suffisamment doivent
étre remises dans le tétrazolium pendant un certain temps.

Les variations dc I'intensité de la coloration atteignent leur maximum
dans lcs semences qui sont colorées dircctement & travers le tégument
et en particulicr dans les espéces de semences a grande « durcté ». Les
semences dont le tégument est facilement perméable mais intact, se colorent
plus lentement, tandis que celles qui ont une durcté résiduelle se colorent
encorc plus lentement. Ainsi, sur 100 semences de tréfle incarnat, placées
dans une solution &4 | % de tétrazolium pendant trois heures & 40°, 10
peuvent étre colorées cn rouge sombre, 40 en rouge vif et 30 en rouge vif
sur la radicule ct les extrémités des cotylédons (le restc de la scmence
étant 1égérement coloré), 10 légérement colorées et le reste & peine coloré
ou totalement incolore. L'uniformité de la coloration peut étre accrue en
trempant les semences pendant plusicurs heures dans de Peau avant de
les placer dans la solution dc tétrazolium.

Certains analystes enlévent les téguments des semences avant de les
tremper ct les teindre. L'uniformité de la coloration est grandement accrue
par cc moyen, mais les brisures ct les dégits occasionnés aux semences
pendant le décorticagc rendent interprétation plus difficile. Si une radicule
est cassée pendant le dicorticage et avant la coloration, il faut rejeter la
semence ; si clle est cassée pendant le décorticage aprés la coloration,
linterprétation reste possible.

L'intensité de la coloration est affectée par un grand nombre de fac-
teurs. L'intensité, la profondeur et la rapidité de la coloration des semences
qui sont colorées A travers le tégument ou aprés enldvement de ce dernier,
mais non pas aprés sectionnement, sont en rapport étroit avec la qualité
des semences. Les semences fgées ou trés endommagées ou ayant subi des
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déghits mécaniques, se teignent rapidement, d’une manitre intense et en
profondeur. Les semences vigoureuses se teignent plus lentement et prennent
une couleur rouge brillante, qui ne péndtre pas trés profondément. Cepen-
dant, d’autres semences ayant une faible vigueur se tcignent trés lentement
et parfois donnent une intensité de coloration plus sombre que le rose
péle, quelle que soit la durée et la période de coloration. Le traitement
préalable des semences avant la coloration influe aussi sur l'intensité de
celle-ci. Les semences trempées dans de I'eau chaude ou qui ont pu absor-
ber lentement de l'cau toute unc nuit sur un substratum ouillé, non
seulement se colorent plus rapidement & une températurc donnée, mais
prennent une couleur plus claire et plus brillante,

En conséquence, I'analyste doit faire preuve de discernecment en ce
qui concerne la longucur de la période de coloration. Une couleur rouge
vif est la meilleure ; cependant, il n’est pas toujours possible de l'obtenir.

1l n'est pas nécessaire d'interpréter immédiatement les résultats aprés
la coloration et le lavage des ses ences. Elles peuvent Etre placées dans un
réfrigérateur ou autre endroit frais (2 l'abri de la lumitre) et on peut
attendre plusieurs heures, voire une nuit, avant d'interpréter les résultats.

PRINCIPE DES METHODES

Les méthodes et procédures décrites dans la section suivante sont
fondées sur les résultats d’un programme intensif de quatre ans sur la
mise au point de I'évaluation de I'essai au tétrazolium. La méthode géné-
ralement suivie a consisté 2 choisir unc espéce représentative dans un
groupe d’espéces voisines dont les semences ont des caractéristiques simi-
laires. Par exemple, le tréfle incrrnat a été choisi comme espéce repré-
sentative des légumincuses A petites semences (luzerne, tréfle violet, tréfle
blanc, lespedeza, etc). Les méthodes et procédures ont cnsuite été mises
au point pour I'espice représentative. Aprés avoir été mises au point, ces
méthodes ont été essayées sur d’autres espéces du groupe pour déterminer
leur valeur. Ainsi, toutc modification dans la méthode ou la procédure
nécessaire pour unc cspice particuliére, a été misc au point ct évaluée
d’une maniére approfondic.

Bien que la description donnée dans le présent ouvrage ait été faite
en grande partie sur la base des travaux effectués sur des espéces repré-
sentatives, on sest cfforcé aussi de « généraliser ». On trouvera, a la fin
de la documentation relative aux cspdces représentatives, unc indication
des modifications =t adaptations des méthodes d'essais 2 employer pour
les autres especes du groupe.

Il s'est révélé impossible de mettre au point ct d’évalucr des méthodes
d’essai pour toutes les cspéces voisines d'importance économique, voire
méme de couvrir tous les « groupes » d'importance économique. On estime
cependant que les méthodes qui ont été miscs au point et les especes étu-
diées sont suffisamment différentes pour qu'au moins 'une des méthodes
d’essai décrites puisse étre appliquée & presque n'importe quelle espece de
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semence non étudiée dans le présent ouvrage. Par exemple, il est arrivé
qu'aprés avoir mis au point la plupart des méthodes d’essai, I'on ait recu
une demande de mise au point d’un essai pour les graines de dah (Hibis-
cus cannabinus). Comme le dah et le coton appartiennent & la méme
famille, la structure des graines de dah a été examinée pour déterminer
ses points communs avec celle du coton. On a constaté que les deux
graines étaient trés semblables. Les méthodes d’essai mises au point pour
la graine de coton ont donc été essayées sur les graines de dah et on a
constaté qu'elles pouvaient étre utilisées avec seulement une légere modi-
fication.

Les méthodes décrites ici peuvent étre qualifiées de méthodes a
« haute température ». On a constaté précédemment que la réaction du
tétrazolium est beaucoup plus rapide & 40° qu'a la température ambiante
normale. En conséquence, pendant tous les travaux de mise au point, on
s’est constamment servi d’une température de 40°. Cependant, on a égale-
ment indiqué les périodes moyennes de coloration a température ambiante.

Les critéres d'interprétation sont fondés sur les résultats d’un grand
nombre d’essais comparatifs de germination et d’essais au tétrazolium. Pour
les espéces autres que les graminées, on a utilisé une autre technique. Les
semences ont été légérement colorées dans une solution & 0,1 % de
chlorure de triphényle de tétrazolium-2,3,5 ou violet de tétrazolium et
on a dessiné la structure de la coloration sur les différentes semences. Les
semences ont ensuite été placées sur du papier humide pour germer. Cette
méthode a permis d’établir une corrélation directe entre le mode de colo-
ration et la faculté germinative des diverses semences. Plusieurs milliers
d'essais de semences ont été faits. D’aprés ces renseignements, on a établi
une classification des réactions types de coloration pour chaque espéce.

Les auteurs s¢ sont heurtés a4 un grave probléme de sémantique lors-
qu'il s’est agi d’enregistrer toutes les observations sur les teintes de cou-
leurs, la clarté de la coloration, la texture du tissu, observations qui ont
gagné en précision avec l'expérience. Bien que ce probléme n’ait pas été
résolu d’une maniére satisfaisante, les auteurs se sont efforcés de faire
figurer dans la description le plus grand nombre possible d’observations..

V. METHODES A EMPLOYER
POUR CERTAINES ESPECES DE SEMENCES

MAIS (Zea mays)
STRUCTURE DU GRAIN ET DE LA PLANTULE

La structure du grain et de la plantule de mals a été examinée en
détail dans une section précédente (fig. 1), o
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PREPARATION ET COLORATIQN DES 'SEMENCES

Le tétrazolium ne traverse pas le péricarpe cireux du mais, Il est
donc nécessaire de couper les semences & travers 'embryon afin d’exposer
les tissus embryonnaires au produit chimique. Etant donné qu'il est presque
impossible de fendre les semences séches sans les briser, les semences
doivent étre ramollies (traitement préalable) par trempage dans de I'eau
avant le sectionnement. Généralement, il suffit de les laisser de quatre &
six heures dans de l'eau & 30°. Si I'on dispose de plus de temps, le trai-
tement préalable des semences pendant toute une nuit sur du papier
humide a 30° améliorera la clarté de la coloration et facilitera I'interpré-
tation des résultats, Lorsque les semences ont été traitées ou ramollies,
elles sont placées sur un buvard humide puis sectionnées longitudinalement
et par le milieu A travers 'embryon avec une lame de rasoir & un seul
bord tranchant ou avec tout autre instrument trés coupant. La coupure
doit étre faite avec un mouvement de glissement ou de scie pour empé-
cher I'écrasement ou I'éclatement des tissus. La moitié de chaque semence
est ensuite placée immédiatement dans une solution de tétrazolium 2 0,5 %,
l'autre moitié étant rejetée. Les grains de mais se colorent d’'une manidre
satisfaisante en trente minutes ou une heure & 40°C ou dans un temps
un peu plus long a la température ambiante. Pour certains lots, il faut
parfois plus de temps. Lorsque la coloration est devenue rouge vif, on
enléve la solution de tétrazolium et on lave les semences plusieurs fois
dans de l'eau fraiche. Il faut conserver suffisamment d’eau aprés le lavage
final pour couvrir complétement les semences.

INTERPRETATION

Bien que P'embryon d’un grain de mais soit facilement visible & I'wil
nu, linterprétation est grandement facilitée par I'emploi d’une loupe & faible
pouvoir grossissant. Les grains qui ne peuvent pas germer comprennent
ceux dont les embryons sont complétement incolores ou n'ont que cer-
taines zones colorées. La radicule peut étrc non colorée jusqu'aux trois
quarts de sa longueur (3 partir du bout) sans que la faculté germinative
du grain en soit altérée. Cependant, si la zone non viable de la radicule
s’étend vers le haut dans la région d’ol partent les radicelles, lc grain
doit étre classé comme non viable,

La plumule est un organe extrémement critique et méme des zones
insignifiantes qui ne sont pas colorées empéchent le grain de germer nor-
malement. 1l arrive qu'un grain ne soit pas sectionné exactement a travers
la plumule et que la coléoptile puisse entourer complétement les feuilles
rudimentaires. Comme le tétrazolium ne pénétre pas facilement dans la
partie intacte de la plumule, le tissu peut étre classé par erreur comme
non viable, Cependant, au moyen d’une loupe, on peut facilement vérifier
si I'absence de coloration est le résultat de la présence d'un tissu non
viable ou d’un embryon mal sectionné. Sur une plumule mal sectionnée,
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“

1a coléoptile, intacte. parait comme brillante,. cireuse, conique, tandis que
le tissu non viable est trés blanc, mat et mou, Dans-ce cas, la coléoptile
doit étre convenablement sectionnée en se servant d'wue loupe et les grains
doivént &tre remis dans la solution de tétrazolium pendant quelques minutes
encore.

"7 Aussi bien Pextrémité supérieure que I'extrémité inférieure de la scu-
telle peuvent étre non viables ou non colorées sans que la faculté germi-
native du grain en soit altérée. Cependant, si la scutelle est completement
dépourvue de coleration, ou si la zone de fixation de la scutelle a l'axe
embryonnaire est compldtement dépourvue de coloration, le grain peut
étre classé comme non viable.

" Une écume blanchitre revét fréquemment la partie colorée des
embryons des semences Agées et des semences de faible vigueur. Si cette
écume est superficiclle, la faculté perminative n'en est pas altérée. Si,
cependant, Pécume est profonde et endue, le grain doit étre considéré
comme non viable. _ :

La planche n°® 1 représente seize réactions types de coloration de
grains de mais. La signification et la classification de chaque type de colo-
ration sont indiquées dans la légende. ‘

L'exactitude de cet essai est excellente. Sur les grains 8gés ou les
grains d’une faible vigueur, I'erreur la plus fréquente est celle qui consiste
A sous-estimer la faculté germinative,

PLANCHE 1

Critéres pbur'lntdrprﬂer les résultats d'essais au tétrazolium sur des groins de mais.
Les véglons: nolres indiquent les tissus colorés et viables ; les régions blanches repré-
S “~~ sontent les tissus non colorés et non viables.

[ )

N .1,-... .. Viable : tout 'embryon est coloré en rouge clair.
N°* 2 — 4  Viables : les extrémités de la scutelle ne sont pas colorées,
N°* "5 — 6 Viables : les extrémités de la scutelle ne sont pos colorées ; les
N a végions non critiques de la radicule ne sont pas colorées.
N°* 7 8 Non viables : la zone d'oli portent les radicelles n’est pas colorée.
Non viable : la plumule n’est pas colorée. -

Ne j0 Non viable : la partie centrale de la scutelle ct la xone de développe-
o ment des radicelles séminales ne sont pas colorées.

Ne“ 11 Non viable : la plumule et la radicule ne sont pas colorées.

N¢:.12 Non viable : la zone non colorée de la partie inférieure de la scutelle

YRR et de la radicule se prolonge dans la région ou les radicelles
oy , prennent naissance.

N° 13 'Non viable : la scutelle est entidrement non colorée.
N°“ 14 Non viable : fa scutelle et la radicula ne sont pas colorées.
N°: 15 - - Non viable : coloration rose tras péle.

N°: 16 _Non viable : tout Fembryon est incolore,
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BLE (Triticum spp)-
STRUCTURE DU GRAIN ET DE LA PLANTULE

La semence ou grain de blé est un fruit sec indéhiscent, a unc graine
(caryopse), dont l'enveloppe extéricure, ou péricarpe, cst soudée au tégu-
ment proprement dit. Le grain de blé a généralement une forme ovale.
Le obté dorsal ou «supéricur » cst lissc et arrondi, tandis que le coté
ventral ou «inféricur » est pourvu d'un sillon ou fente longitudinale.
L'embryon ou germe st placé A la base et latéralement sur le cbté dorsal
de la graine ct il est visible sous forme d'une petite zone ridée (fig. S A).

mn\o—"

Fig. $
anhw.u«umaw.x—mw.l.-n.ml..c—
Graln sectionné. o) Péricarpe, b) gorme, ¢) plumule, d) rodicolle, o) recine principete

(redicule), ) endosperme, g) scutelle.

L'endosperme occupe la majeure partie de I'intéricur du grain. L'em-
bryon consistc en un axe court au sommet duquel sc trouve Ia plumule
et 2 la basc duquel est située Ja radicule ou racine principale. Cet axe
est attaché au centre 3 une scutelle charnue en forme de bouclier située
entre I'endosperme ct I'axe embryonnaire. La plumule comprend les feuilles
embryonnaires ct lc bourgeon terminal qui sont cntourés d'unc enveloppe
protectrice, la coléoptile. La radicule ou racine principale cst située 2 la
base de I'axc embryonnaire ct clle est entourée de la coléorhize. Les radi-
celles sont différenciées dans I'embryon mais nc sont ordinairement pas
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visibles dans la' section médiane longitudinale, Elles prennent naissance
dans la zone située immédiatement au-dessous du point d'attache de la
plumule (fig. 5 C). : '

Pendant la germination, la radicule sort et se transforme en racine
principale. La plumule apparait ensuite toujours entourée par la coléoptyle
et les feuilles ne tardent pas & en sortir. Les radicelles se développent
peu aprés l'apparition de la racine primaire (fig. S B).

PREPARATION ET COLORATION DES SEMENCES

Les grains de blé doivent étre coupés en deux avant d’étre colorés.
Il suffit généralement de les tremper de trois A quatre heures dans de
I'eau A la température ambiante pour adoucir les grains que l'on veut
couper. Il est bon de faire subir un traitement préalable aux grains pen-
dant une nuit entre des buvards humides si ’on dispose de suffisamment
de temps. Aprés avoir été ramollis, les grains peuvent étre sectionnés sans
étre brisés et ils sont ensuite sortis de I'eau et placés sur un buvard
humide.

Les grains sont ensuite sectionnés longitudinalement et par le milieu
a travers 'embryon. Une moitié de chaque grain est placée dans une solu-
tion a 0,5 % de tétrazolium, lautre moitié est jetée. Lorsque tous les
grains ont été€ sectionnés, on les soumet a une température de 40° A cette
température, une coloration satisfaisante apparait entre trente minutes et
une heure, tandis qu'a la température ambiante il faut de une a deux
heures pour colorer. Lorsque la coloration est devenue d’une intensité
rouge clair, on filtre la solution et on lave plusieurs fois les grains dans
de leau fraiche. Il faut qu’il y ait suffisamment d’eau aprés le dernier
lavage pour recouvrir complétement les grains,

INTERPRETATION

Pour interpréter les résultats, il faut une loupe afin de bien discerner
les éléments cssentiels de I'embryon. D’une maniére générale, les grains
qui ne peuvent pas germer comprennent les suivants: 1) grains dont
I’embryon est totalement dépourvu de coloration ; 2) grains dont plus des
trois quarts de la radicule (a partir du haut) ne sont pas colorés ; 3) grains
ayant des zones non colorées sur la plumule ; 4) grains ayant une zone
importante non colorée au point d’attache de 1a scutelle avec I'axe embryon-
naire ; 5) grains dont la scutelle est entitrement dépourvue de coloration ;
6) grains dans lesquels la région située immédiatement au-dessous de la
plumule n’est pas colorée.

La planche n°® 2 représente seize modes de coloration typiques. La
signification et la classification de chaque structure sont indiquées dans
la légende, T
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L'exactitude de P'essai est excellente. Les résultats de l'essai au tétra-
zolium sur des grains récoltés récemment et sur- des grains dormants sont
fréquemment supérieurs & ceux donnés par les essais de germination. Cepen-
dant, lorsque le repos cesse ou est interrompu, les résultats des essais
de germination coincident d’assez prés avec ceux des essais au tétrazolium.

ADAPTATION A DES ESPECES SIMILAIRES DE SEMENCES

Les procédures et méthodes décrites ci-dessus peuvent étre adaptées
facilement 2 d’autres types de semences ainsi qu'il est indiqué ci-dessous :

1. AVOINE (Avena spp.)

Tremper les grains pendant quatre heures, sectionner, colorer pendant
trente minutes 3 une heure a 40° dans une solution de tétrazolium a
0,5 % (un peu plus longtemps & température ambiante). Si on éprouve
des difficultés 2 sectionner les grains qui ont la paléa et la lemma atta-
chées, il convient de les enlever avant de placer les grains dans Deau.
L'interprétation est la méme que pour le blé.

2. ORGE (hordeum vulgare)

Tremper les grains dans de l'eau pendant quatre A cinq heures, les
sectionner, colorer pendant trente minutes 3 une heure & 40° dans une
solution de tétrazolium 2 0,5 % (un peu plus longtemps 2 la tempéra-
ture ambiante). Les grains d'orge peuvent étre sectionnés en partant du
coté « arrire » ou ventral en suivant la rainure. L'interprétation est la
méme que pour le blé.

PLANCHE 2

Critires pour interpréter les résultats des essais au tétrazolium sur les grains de blé.
Zones blanches représentent les tissus non colorés et morts.

Ne 1 Viable : tout I'embryon est coloré en rouge vif.

Nos 2 — 5 Viables : les extrémités de la scutelle ne sont pas colorées.

Ne 6 Viable : les extrémités de la scutelle, la pointe de la radicule et lo
L coléorhyze ne sont pas colorées.

Ne 7° Non viable : Plus des trois-quarts de la radicule ne sont pos colorés,

No 8 Non viable : la plumule n‘est pas colorée.

Ne 9 Non viable : lo partie centrale de la scutelle et le noeud de la scu-
. telle ne sont pas colorés.

No 10 Non vigble : 'axe embryonnaire n’est pas coloré.

‘Ne 12 Non Iv-lo.zble: toute la moitié supéricure de I'embryon n'est pas

: colorée.

No 13 Non viable : la scutelle n’est pas colorée,

Ne 14 Non vicble : la scutelle, lo radicule et la- coléorhyze ne sont pos
» . colorées, .

Ne 15 Non viable : la coloration est d'un rose péle,

Ne 16 Non viable ; tout I‘embryon est incolore.
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3 SEIGLB (secale cereale)

Tremper les grains dans de l'eau pendant quatre 2 cinq heures, les
sectionner, colorer pendant trente minutes 3 une heure & 40° dans une
solytion de tétrazolium a 0,5 % (un peu plus longtemps & la tempéra-
ture ambiante). La radicule du seigle est proéminente et pointue ; il faut
veiller 3 ce: que la pointe ne soit pas brisée pendant le sectionnement.

0

4, SORGHO (sorgum vulgare)

Structure des grains et de la plantule : le grain de sorgho est un
fruit ou caryopse A une seule graine, sec, indéhiscent. Les glumes ou
téguments sont généralement enlevés lors de la récolte et du battage.
Cependant, ils persistent dans quelques variétés. Les grains mfirs ont
tendance a étre globulaires ou en forme de poire et quelquefois ils sont
aplatis sur la partic dorsale et ventrale. L'embryon ou germe est géné-
ralement discernable vers la base du coté dorsal. Le grain est entouré
par le péricarpe (fig. 6, 2).

L'intérienr du grain est occupé par l'endosperme et I'embryon.
L'embryon est relativement gros et comprend trois organes principaux :
1) la plumule ; 2) la radicule et 3) la scutelle. La plumule est placée a
Pextrémité d'un axe court (mésocotyle) et elle est entourée par la coléop-
tile. La radicule est continuc et son axe est situé & son extrémité proxi-
male ou basilaire et il est entouré aussi par une gaine, le coléorhyse.
La scutelle a une forme de bouclier et elle est cituée entre l'endosperme
et 'axe embryonnaire. Elle est attachée en son centre a I'axe embryon-
naire. Il n’y a pas de radicelles pré-formées comme dans le cas du mais
et du blé (fig. 6, C).

Lors de la germination, la radicule sort et pousse rapidement; de
nombreuses radicclles apparaissent. La plumule sort toujours engainée par
la caléoptile. Cependant, les feuilles sortent rapidement par une fente située
prés du sommet du coléoptile (fig. 6, B).

Préparation et coloration des semences: on trempe les grains de
sorgho pendant quatre 3 cinq heures dans de 'eau chaude 4 40° pour
les ramollir en vue de les sectionner. La préparation des grains sur du
papier humide pendant une longue période de temps n’est pas nécessaire,
cependant elle améliore la qualité de la coloration. Lorsque les grains ont
été ramollis, on les place sur des buvards humides ct on les sectionne
par le milicu et longitudinalement & travers l'embryon. Une moitié de
chaque grain est placée immédiatement dans une solution & 0,5 % de
tétrazolium ; I'autre moitié est jetée.

Une coloration satisfaisante se produit généralement entre trente
minutes et une heure 4 40° ou en une période plus longue a tempéra-
ture ambiante. Il est préférable de vérifier les progres de la réaction et
de vider la solution lorsque l'intensité moyenne de coloration atteint le
rouge vif. La solution de tétrazolium est ensuite remplacée par de I’eau
fraiche aprés plusieurs lavages.
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Interprétation : Pinterprétation n'est pas difficile, 11 est préférable
d’employer une loupe afin que toutes les structures de 'embryon soient
clairement visibles. Les grains non viables comprennent les suivants :
1) les grains sur lesquels plus de la moitié de P'extrémité de la radicule
n'est pas colorée; 2) les grains sur lesquels une partie de la plumule
n’est pas colorée ; 3) les grains dont la partie centrale de la scutelle n’est
pgs colorée et 4) les grains dont les embryons sont colorés en rose trés
pale.

Fig. 6

Structure du grain et de la plantule de sorgho. A. Grain — B, Plantule — C,
Grain sectionné, a) péricarpe, b) germe, ¢) plumule, d) coléoptie, e) racine latérale,
f) racine principale (radicule), g) endosperme, h) scutelle,

I est évident, d’aprés ce qui précéde, que les critéres retenus pour
interpréter la coloration de la radicule sur le sorgho ne sont pas les
mémes que pour les autres grains. Dans le sorgho, la radicule ou racine
principale n’est pas une structure indispensable. La racine principale, en
méme temps que les racines latérales qui poussent sur toute sa longueur,
constitue le systéme radiculaire pendant le début de la croissance de la
plantule. Il n’y a pas de véritables radicelles. Les racines adventives pro-
venant des nceuds basilaires contribuent 2 la croissance du systéme radi-
culaire de la plantule et de la plante. Comme la racine principale est
indispensable, tout dégt qui touche plus que le bout extréme provoque
un développement anormal de la plantule.

La planche 3 représente seize réactions typiques de coloration. La
signification et la classification de chaque réaction sont indiquées dans
la 1égende.
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Adaptation @ des espéces similaires de graines.

‘Les procédures décrites ci-dessus pour le sorgho sont facilement adap-
tables & des graines de variétés similaires en y apportant les modifications
suivantes :

1. SORGHO D’ALEP (sorghum halepense)

Placer les grains entre des buvards humides pendant seize heures
(toute une nuit), sectionner les grains et les placer dans une solution a
0,5 % de tétrazolium pendant trois & quatre heures & 40° ou six 2 huit
heures 2 la températurc ambiante. L'interprétation est analogue & celle
du sorgho. Comme les grains dormants ne se colorent pas, les résultats
de l'essai au tétrazolium sont équivalents au pourcentage de germination
plus un certain pourcentage de grains durs,

2. SORGHO 2 petits grains (sorghum sudanense)

Fairc tremper les grains pendant quatre & six heures dans de I'eau
A 30°, sectionner les grains et les colorer dans une solution & 0,5 % de
tétrazolium pendant une heure ou deux — & 40 % (un peu plus long-
temps 3 température ambiante). L'interprétation est analogue a celle du
sorgho.

3. SORGHO almum: méme chose que pour le précédent.

PLANCHE 3

Critdres pour interpréter les résulcats des essais au tétrazolium sur les grains de sorgho,
Les zones noires indiquent les tissus colorés et vivonts : les xones blanches repré-
sentent les tissus non colorés et morts,

No § Viable : embryon unifexrmément coloré,

Nos2 — 5 Viables : extrémités de la scutelle non colorées.

No 6 Viable : extrémités de la scutelle non colorées, coléorhyse et pointe
extréme de lo radicule non colorées.

Ne 7 Non viable : radicule non colorée.

No. 8 Non viable : plumule non colorée.

Ne 9 Non viable : partie centrale de la scutelle non colorée ; les zones

: non colorées s’étendent au mézocotyle.

Ne 10 Non viable : radicule complétement incolore.

No 11 Non viable : moitié inférieure de I‘embryon non colorée,

Ne 12 Non viable : partie supérieure de I'embryon non colorée.

Ne 13 Non viable : scutelle non colorée.

No 14 Non viable : scutelle et radicule non colorées.

No 18 Non vieble : embryon coloré en rose trds péle.

No 16 Non viable :.embryon entidrement incolore.
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RIZ (Oryza sativa)

Structure du grain et de la plantule.

La semence de riz est un fruit scc, indéhiscent, contenant unc seule
gralne entourée de deux bractées, la lemma ct la paléa, entre lesquelles
s¢ trouvent deux petits glumes. Les grains de riz sont aplatis latéralement
par rapport aux grains des autres céréales qui sont aplatics dorso-ventrale-
ment (Fig. 7. A).

L'embryon cst situé 3 la base de la face étroite ct dorsale du caryopse
(du cdté dc la lemma). 1l est relativement petit par rapport & I'endosperme.
L'embryon comprend trois organcs principaux : 1) la plumule, 2) la radi-
cule, 3) la scutelle. La plumule ct la radicule sont réunics par unc courte
tige ct constitucnt 'axe cmbryonnaire. L'axe embryonnaire n'est pas recti-
ligne comme dans lcs autres céréales, mais il a unc forme de boomerang
Le bras long dingé vers lc haut cst la plumule cntourée par la coléoptile. La
radicule constituc Jc bras basiliaire dirigé honizontalement ct elle est entou-
rée par la coléorhisc. L'axc cmbryonnaire est attaché en son centre 2 la
scutelle qui est située entre 1'endosperme et I'axe embryonnaire. (Fig. 7. C).

—G
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Fig 7
Structure du Graln ot do lo plenture do ris. A. greia — B. Plentule — C. greln sec-
tieond, o) lomme, b) poles, ¢) glume, d) plumule, o) colboptile, 1) recine lotérale,
9! recine principale (redicule), h) endosperme, |) scutelle.

Ldrs de la germination, la radicule sort de la base du grain et est
sulvic rapidement de deux racines supplémentaires qui toutes ensuite
donnent naissance A dc courtes racines latérales. Le systéme radiculaire
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principal se développe ultérieurcment a partir des nceuds de la tige au-des-
sous du niveau du sol. Aprés apparition de la racine principale, la plumule
sort encore engainée par la coléoptile mais les feuilles ne tardent pas &
sortir par la fente latérale prés du sommet de la coléoptile (Fig. 7 B.)

Préparation et coloration des grains.

Le tétrazolium ne pénétre pas le péricarpe cireux du grain de riz. En
conséquence, le péricarpe doit étre rompu d'une manitre quelconque pour
permettre I'absorption du produit chimique par I'embryon. 11 existe plu-
sieurs méthodes permettant d’atteindre ce résultat,

Méthode 1. — Préparer les semences dans de I’eau ou sur une matitre
humide pendant 8 4 16 heures (toute une nuit) puis les sectionner par le
milicu et longitudinalement a travers I'embryon,

Méthode 2. — Décortiquer le grain, le préparer pendant 8 & 16 heures
dans de 'eau ou en le posant sur une matiére humide, puis fendre le péri-
carpe sur le c6té de I'embryon.

Méthode 3. — Décortiquer le grain, le préparer pendant 16 a 24
heures en le faisant tremper dans de I'eau ou en le posant sur une matiére
humide & 309, puis placer les grains directement dans la solution de tétra-
zolium. (Pendant la longue période de préparation, I'embryon se développe
généralement suffisamment pour rompre le péricarpe).

La méthode 1 est a préférer car clle expose la structure interne de
'embryon et facilite la coloration ainsi que l'interprétation. Il faut beaucoup
d’habileté et de patience cependant pour sectionner exactement les grains
aplatis latéralement. La scconde méthode est satisfaisante, mais la colora-
tion est plus lente et I'interprétation doit ére fondée sur I'aspect extérieur
de ’embryon a travers le péricarpe translucide.

La méthode 3 présente lc méme inconvénient que la méthode 2. En
outre, le péricarpe de certains grains ne se rompt pas pendant la période de
préparation et en conséquence le tétrazolium n’entre pas en contact avec
Pembryon. 1l faut détecter ces grains, puis en rompre artificiellement le
péricarpe et les placer de nouveau dans la solution de tétrazolium,

Les méthodes exposées ci-aprés s’appliquent tout particuliérement au
sectionnement, mais cependant elles peuvent étre facilement adaptées aux
deux autres méthodes.

Aprés avoir sectionné les grains, une moitié de chacun d’eux est pla-
cée immédiatement dans une solution de tétrazolium & 0,5 %. A 40° la
coloration se fait en une ou deux heures, tandis qu’il faut de 3 & 6 heures
a la température ambiante. Lorsque la coloration a atteint l'intensité voulue,
on vide la solution puis on lave les grains plusieurs fois dans de I'eau frai-
che, en laissant suffisamment d’eau aprés le dernier lavage pour les recou-
vrir.

Interprétation,

L’interprétation doit se faire au moyen d'une loupe. Les grains non
viables comprennent les suivants : 1) les grains dont la plumule est partielle-
ment ou complétement incolore, 2) les grains sur lesquels la partie centrale
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de la scutelle est incolore, 3) les grains dont les 2/3 de la radicule (2 par-
pir du bout) ne sont pas colorés, et 4) les grains dont 'embryon est coloré
en rose péle.

La Planche 4 représente 16 types de coloration, La signification et la
classification de chaque réaction sont indiquées dans la légende.

L'exactitude de cet essai est satisfaisante. Les grains récoltés récem-
ment sont fréquemment dormants et l'essai au tétrazolium donne des résul-
tats supérieurs 2 ceux des essais de germination. Comme le repos est
généralement de courte durée, le pourcentage de germination atteindra au
bout de quelques semaines le méme chiffre que celui qui est donné par
les essais au tétrazolium,

FETUQUE FULEVEE (Festuca arundinacea)

Structure Jde lu graine et de la plantule.

La semence de fétuque est un fruit sec indéhiscent a une graine, entou-
rée par deux bractées, la lemma et la paléa. La lemma est la plus grande
des deux bractées et elle est arrondie a sa partie inférieure et son bord
entoure le bord extérieur de la pallea aplatie. Un élément court, la rachile,
est présent prés de la base de la palea. L'embryon est placé latéralement
et basilairement dans la graine au-dessous de la lemma (Fig. 8 A).

La structure de I'embryon est analogue a celle des autres graminées.
La plumule est entourée par la coléoptile et elle est située a la partie termi-
nale, sur un axe court : le mésocotyle. La radicule, qui est entourée par la

PLANCHE 4

Critéres pour interpréter les résultats des essois au tétrazolium sur les groins de riz,
Les zones nolres indiquent les tissus colorés et vivants; les zones blanches repré-
sentent les tissus non colorés et morts, .

Ne 1 Viable : I'embryon et coloré uniformément et complétement,
Nos2 — 3 Viables : les extrémités de la scutelle ne sont pas colorées.

No 4 Viable : le bout extréme de la radicule n’est pas coloré.

Ne § Viable ; les deux extrémités de la scutelle ne sont pas colorées.
No 6 Vigble : la partie supérieure et la partie basilaire de la scutelle ne

sont pas colorées ; la coléorhise et le bout de la radicule ne sont
pas colorés.

Ne 7 Non viable : une partie de la plumule n‘est pas colorée.

No '8 Non viable : lao partie supérieure de la radicule n’est pas colorée.

Ne 9 Non viable : la scutelle est complétement incolore.

Ne 10 Non viable : I'axe embryonnaire n’est pas coloré.

Ne 11 Non vicble : la moitié supéricure de I‘embryon n’est pas colorée.

Ne 12 Non viable : lo moitié inférieure de I‘'embryon n’est pas colorée.

Ne 13 Non viable : I'axe embryonnaire et la majeure partie de la scutelle
ne sont pas colorés.

Ne 14 Non viable : la scutelle et la radicule ne sont pas colorées.

No 15 Non viable : Vembryon est coloré en rose trds péle.

No 16 Non vioble : Fembryon est complétement incolore.
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coléorhyse est divisée basilairement et elle est disposée dans le prolonge-
ment du mésocotyle. La scutelle est située entre I'axe embryonnaire et
'endosperme et elle est attachée en son centre a Paxe embryonnaire
(Fig. 8 C).

Lors de la germination, la radicule sort et s'allonge rapidement. La
plumule sort encore entourée de la coléoptile, mais les feuilles ne tar-
dent pas A sortir par une fente située prés du sommet de la coléoptile
(Fig. 8 B). .

B
Fig. 8

Structure de la graine et de la piantule de la fétuque élevée. A. graine, vue ventrale.
B. plantile, C. graine sectionnée, a) lemma, b} pales, c) rachille, d) plumule, e) coléop-
tile, f)Yracine lotérale, @) racine principale, (radicule), h) endosperme; 1) scutello,

PLANCHE 5

Cmén; pour interpréter les résultots des essais au tétraxzolium sur les graines de fétu.
que élevée, Les zones noires indiquent les tissus colorés et vivants ; les xones hlanches
représentent les tissus non colorés et morts,

Ne 1 Viable : Vembryon est complétement coloré,

Nos2.— 4 Viables : les extrémités de la scutelle ne sont pas colorées.

Ne 5 Non viable : la radicule et la moitié inférieure de la scutelle ne sont
. pas colorées,

Ne b6 = - Non viable : la plumule et la moitié supérieure de la scutelle ne sont

pas colorées.
Ne 7 ’ Non vioble : 1'axe embryonnaire n’est pas coloré.
Ne 8 Non viable : La radicule et la scutelle ne sont pas colorées.

Ne 9 ‘ Non viable : I'embryon est complétement incolore ou d’un rose péle,
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Préparation et coloration des graines.

Comme le tétrazolium ne péndtre pas a travers le tégument (péricarpe)
de la fétuque, les graines doivent étre sectionnées de fagon 2 exposer
Pembryon au produit chimique. La méthode la plus satisfaisante consiste
a traiter préalablement les graines sur du papier filtre humide pendant 16
heures (toute une nuit) a température ambiante afin d’activer le tissu
embryonnaire et de ramollir suffisamment les graines pour pouvoir les cou-
‘per. Un systtme moins satisfaisant mais qui donne des résultats accepta-
bles en cas de besoin, consiste & tremper les graines dans de I'ean pendant
4 heures environ avant de les sectionner.

Apres avoir traité les graines ou les avoir ramollies dans de I'eau, on
les sectionne longitudinalement et au milieu a travers Pembryon.

Comme les graines sont assez petites, le débutant peut éprouver des
difficultés a faire une section médiane A travers I’embryon. Le bord cou-
pant glisse souvent d’un c6té ou de 'autre et I'embryon est sectionné autre-
ment que par le centre, ou bien il fait complétement défaut. Seule, la pra-
tique permettra d’acquérir I'habileté nécessaire pour sectionner les graines.
Le débutant doit examiner chaque graine sous une loupe en vue de bien la
sectionner, jusqu'a ce qu'il ait acquis I'habileté nécessaire. Aprés section-
nement, une moitié de chaque graine est placée immédiatement dans une
solution de tétrazolium 3 0,5 % ct l'autre moitié est jetée.

A 40° on obtient une coloration satisfaisante en 2 ou 3 heures. A la
température ambiante, il faut de 3 3 6 heures. Aprés coloration, on enléve
les graines de la solution de tétrazolium, puis on les lave plusieurs fois
a Peau fraiche. Il faut garder suffisamment d’eau dans le récipient aprés le
dernier lavage pour recouvrir complétement la graine.

Interprétation.

Une interprétation exacte n'est possible qu'au moyen d’un instrument
grossissant, Les embryons sont petits et doivent &tre examinés soigneuse-
ment avant de prendre une décision quant au caractére viable ou non viable
de la graine.

L'intensité de la coloration varie considérablement suivant les grai-
nes. Elle a manifestement peu de signification, sauf dans le cas d’embryons
colorés en rose trés pale, qui sont classés comme non viables,

Les graines non viables comprennent aussi cclles qui ont un embryon
complétement incolore, un axe embryonnaire incolore et la moitié inférieure
ou supérieure de 'embryon incolore. Les tissus morts ou incolores peuvent
étre d’une couleur jaunitre, en plus du blanc habituel.

L’exactitude de I'essai est bonne, Cependant, I'habileté nécessaire pour
préparer les graines destinées A I'essai est plus difficile 3 acquérir que dans
le cas des céréales. L'erreur la plus courante consiste probablement a
surestimer la faculté germinative,
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Adaptation a des espéces similaires de graines,

Les procédures et méthodes décrites ci-dessus pour la fétuque élevée
peuvent &tre adaptées aux espéces similaires de graines en y apportant
les modifications suivantes :

1) Raygrass (Lolium spp.) : mémes méthodes que pour la fétuque. La
coloration est un peu plus rapide (1 h 1/2 a 2 heures a 40°),

2) Brome (Bromus cartharticus) : mémes méthodes que pour la fétu-
que, mais la coloration est un peu plus lente, (3 4 5 heures a 40°),

PASPALUM VARIETE PENSACOLA (Paspalum notatum)

Structure de la graine et de la plantule,

La semence du Paspalum est un fruit sec, indéhiscent 2 une graine,
entourée par quatre bractées : une glume, une lemma stérile, une lemma
fertile et une palea. Les graines ont une forme ovale avec une surface dor-
sale arrondie et une surface ventrale aplatie (fig. 9, A).

Fig. 9

Structure de la graine et de la plantule de Paspalum, var. Pensacola. A. graine, B.
plantule, C. graine sectionnée ; a) tégument, b} coléoptile, c) plumule, d) racine
primaire (radicule), e) endosperme, f) scutelle.
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L'endosperme occupe la majeure pertie de l'intérieur de la graine. La
plumule est placée au bout a'un axe court tandis que la radicule est divi-
sée basilairement et dans le prolongement de I'axe. La plumule est engai-
née dans la coléoptile, tandis que la coléorhyse entoure la radicule. L'axe
embryonnaire est fixé en son centre a la scutelle qui est située entre I'endo-
sperme et 'axe embryonnaire (Fig. 9 C).

Préparation et coloration des graines.

Les graines de Paspalum var. Pensacola doivent étre sectionnées pour
permettre au tétrazolium d’entrer en contact avec le tissu de ’embryon. Un
traitement préalable est nécessaire aussi pour I'obtention d’une coloration
claire et facilement interprétable. Les graines doivent étre préparées pendant
16 heures (tonte une nuit) sur une matiere humide a 30°. Aprés traitement,
on sectionne les graines longitudinalement et au milieu a travers 'embryon.
La moitié de chaque graine est placée dans une solution 2 0,5 % - 1 %
de tétrazolium et 'autre moitié est jetée.

On obtient une coloration saticfaisante en deux ou trois heures a 40°
ou en 6 & 8 heures & la température ambiante. Aprés achévement de la
coloration, vider la solution et laver les graines plusieurs fois dans de 'eau
fraiche. Garder suffisamment d’eau aprés le dernier lavage pour recouvrir
complétement les graines.

Interprétation.

Il n’est possible de faire une interprétation exacte qu’au moyen d’une
loupe. L'intensité de la coloration peut varier du rose au rouge sombre.

Il semble apparemment que l'intensité de la coloration ait peu d'impor-
tance, sauf dans le cas de taches roses trés péles qui font classer la graine
comme non viable.

PLANCHE 6

Critdres pour interpréter les résultots des essais au tétrazolium sur des grolnes de
paspolum var. Pensacola. Les xones noires indiquent un tissu coloré et vivant, tandis
que les zones blanches représentent un tissu mort et non coloré,

No 1} Viable : embryon complétement coloré.

Nos 2 — 4 Viables : extrémités de la scutelle non colorées.

Ne 5 Non viable : moitié inférivure de I'embryon non colorée.

No 6 Non viable : V'axe embryonnaire n‘est pas coloré.

No 7 Non viable : la moitié supérieure de I'embryon n’est pas colorée.
No.8 ' - Non viable : la scutelle et la radiculo ne sont pas colorées.

Ne 9 Non viable : Fembryon est complétement incolore ou seulement

coloré en rose trds péle.
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Les graines non viables comprennent aussi les suivantes : 1) les
graines sur lesquelles la moitié supérieure et la moitié inféricure de ’embryon
ne sont pas colorées, 2) les graines sur lesquelles la scutelle n’est absolu-
ment pas colorée, 3) les graines sur lesquelles Paxe entre la radicule et la
plumule n'est pas coloré, 4) les graines sur lesquelles tout I'axe embryon-
naire n’est pas coloré et 5) les graines dont tout 'embryon est incolore.

L'exactitude de I'essai est bonne. Il convient cependant de souligner
une fois de plus que les graines dormantes réagissent positivement et se
colorent. Ainsi les résultats de I'essai au tétrazolium donnent une estimation
de la vitalité totale et doivent étre comparés avec le pourcentage de germina-
tion plus le pourcentage de graines dures.

La Planche 6 représente neuf réactions types de coloration, La signi-
fication et la classification de chaque réaction sont indiquées dans la légende.

Adaptation a des espéces similaires de graines.

Les méthodes indiquées ci-dessus sont facilement adaptables & d’au-
tres espéces de graines en y apportant les modifications indiquées.

1. Paspalum d’Argentine (Paspalum notatum) : Mémes méthodes que
celles décrites pour le Pensacola, sauf le temps, de coloration qui est de
4 2 6 heures  40° ct de 8 & 10 heures 2 température ambiante.

2. Paspalum dilatatum : Mémes méthodes que celles décrites pour Ia
variété Pensacola, sauf le temps de coloration qui est de 3 & 6 heures & 40°
et dc 8 a 10 heures d température ambiante.

3. Paspalum platycaule (Axonopus affinis) : Mémes méthodes que
celles décrites pour la variété Pensacola, avec cette différence que le temps
de coloration est de 4 & 6 heures a 40° et de 8 4 10 heures A température
ambiante (Paspalum platycaule peut aussi étre essayé par les méthodes
qui sont décrites pour le chiendent pied de poule).

CHIENDENT PIED DE POULE (Cynodon dactylon)

\

Structure de la graine et de la plantule.

Les semences de chiendent sont des fruits & une graine ou caryopse.
Les graines vendues dans le commerce sont généralement décortiquées,
bien que I'on trouve parfois des lots de graines non décortiquées. Les graines
décortiquées sont petites, de forme ovale et d’une couleur brunitre. La
lemma des graines non décortiquées est fortement comprimée et de cou-
leur paille (Fig. 10 A),

L’embryon est visible vers la base du c6té dorsal de la graine. La
structure interne de l'embryon est analogue 2 celle du Paspalum, Vue du
haut, la radicule de la plumule ressemble & un axe en forme d’haltére logé
dans une scutelle charnue en forme de bouclier (Fig. 10 C).
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- Au moment de la germination, la radicule sort et pousse rapidement.
La plumule apparait encore engainée par la coléoptile, mais les feuilles ne
tardent pas & en sortir (Fig. 10 B).

e
A o
Fig. 10
Structure de lo graine et de la plontule de chiendent pied de poule. A. graine, vue
latérale — B, plantule — C. graine vue frontale, o) péricarpe, b) coléoptile,

¢) plumule, d) racine principole, e} germe (embryon).

Préparation et coloration des graines.

La plupart des graines de chiendent vendues dans le commerce sont
décortiquées. On ne trouve que rarement des lots de graines non décorti-
quées. Peu importe que les graines de chiendent soient décortiquées ou
non en ce qui concerne les techniques d’essai au tétrazolium. Les deux
espéces de graines sont traitées de la méme fagon.

On prépare les graines de chiendent en les plagant sur du papier filtre
humide pendant 16 heures (toute une nuit) A une température de 30° a 35°.,
Aprés traitement on perce 'endosperme prés de 'embryon avec une aiguille
pointue ; les graines sont ensuite immédiatement placées dans une solution
de tétrazolium a 0,5 - 1 %. La perforation des graines se fait trés facile-
ment lorsque celles-ci ont séjourné sur du papier filtre humide. Aprés perfo-
ration, les graines restent généralement sur Paiguille. On peut alors les
faire tomber dans la solution de tétrazolium avec le bout du doigt. La perfo-
ration des graines doit étre faite sous un grossissement suffisant pour que
’'embryon ne soit pas endommaggé.

Une coloration satisfaisante se produit en 6 & 8 heures 2 40° A la
température ambiante il faut 12 heures au moins. Lorsqu'on a obtenu une
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coloration satisfaisante, on vide la solution de tétrazolium et on lave les
graines plusieurs fois dans de ’eau, On enléve ensuite I'eau et on recouvre
les graines avec une quantité suffisante de solution de lactophénol 3, pour
faciliter I’examen microscopique. Il faut laisser les graines au contact de
cette solution pendant une & deux heures. Il est recommandé de laisser les
graines dans la solution pendant l'interprétation.

Interprétation.

On ne peut interpréter d’'une maniére exacte I'essai qu'a condition de
se servir d’un instrument a fort grossissement. Il est préférable d’employer
un stéréoscope binoculaire, mais une loupe A main 2 grossissement de 7 &
10 suffira, Les embryons des graines viables apparaissent comme des taches
rouge vif, On peut mieux voir la couleur rouge en regardant les graines
sur un fond noir avec un éclairage oblique ou latéral.

Les graines non viables comprennent celles dont les embryons sont
complétement incolores, celles dont la moitié supérieure ou inférieure de
l’%mbryon n'est pas colorée, et celles qui ont un embryon coloré en rose
tres péle.

La Planche 7 représente neuf réactions types de coloration, La signi-
fication de chaque réaction et sa classification sont données dans la
légende.

L’exactitude de I'essai au tétrazolium est bonne. Les différences cons-
tatées entre les résultats d’essai au tétrazolium et les résultats des essais
de germination sont généralement dans le sens d’une surestimation de la
vitalité avec I'essai au tétrazolium, Dans de nombreux cas P'essai standard
de germination est en défaut en raison d’'un repos résiduel ou d’une sensi-
bilité extréme de la graine au milieu de la germination.

3. Cf. Annexe pour la formule.

PLANCHE 7

Critdres pour interpréter les résultats des essais au tétraxolium sur les graines de chien.
dent pied de poule. Les zones noires indiquent les tissus colorés et vivants, les xones
blanches représentent le tissu non coloré et mort.

Ne 1 Viable : embryon complétement colesé.

No-2 Viable : bords de la scutelle non colorés.

Ne 3 Viable : les parties basilicires de la scutelle et la radicule ne sont
pas colorées.

Nd 4 Non viable : lo moitié inférieure de I'embryon n’est pas colorée.

No:5 Non viable : la moitié supéricure de I'embryon n‘est pas colorée.

No 6 Non viable : la radicule et la scutelle ne sont pas colorées.

Ne 7 Non viable : I'oxe embryonnaire n‘est pas coloré.

Ne 8 Non viable : I'embryon est coloré en rose péle.

No- 9 Non 'viable : I‘'embryon est complétement incolore.
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Adaptation a des espéces similaires de graines.

Les méthodes indiquées ci-dessus peuvent étre adaptées & d’autres types
de semence, comme indiqué ci-dessous :

‘I, Pdturin des prés (Poa pratensis) : mémes méthodes que pour le
chiendent,

2. Fléole (Pleum pratense) : mémes méthodes que pour le chiendent.

3. Paspalum platycaule (Axonopus affinis) : mémes méthodes que
pour le chiendent. - '

COTON (Gossypium spp)

Structure de la graine et de la plantule.

Le revétement de la graine de coton comprend deux couches intime-
ment associées provenant des téguments extérieur et intérieur. Les cellules
épidermiques du tégument extérieur se développent dans la fibre du coton.
Ces fibres sont enlevées du tégument de la semence pendant I’égrenage. Les
semences commerciales peuvent étre entierement couvertes de duvet (semen-
ces égrenées) ou partiellement couvertes de duvet (défibrage mécanique) ou
complétment lisses et exemptes de fibres (défibrage a P'acide). (Fig. 11 A).

B

Fig. 1

Structure de la graine et de la plantule de coton — A, Groine — B, Plantule ~
C. Embryon, o) tégument, b) cotyl‘dol(n, :l) dlu;ot, d) hypocotyls, e) racine principole
radicule).
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L'intéricur de la graine est presque entierement occupé par 'embryon.
L’endosperme (et la nucelle) ne sont représentés que par une membrane,
mince comme du papier, qui entoure 'embryon en y adhérant étroitement.
Un embryon mir comprend une courte radicule droite, deux gros coty-
lléilo(x;)s minces d'une forme compliquée et une plumule rudimentaire (Fig.

‘Au moment de la germination, la radicule sort et pousse rapidement.
Les racines latérales ne se développent qu'au bout de 7 & 12 jours. Les
cotylédons sortent du tégument qui se déploie. La plumule commence alors
a se transformer en feuilles et tige de la plante (Fig. 11 B).

Préparation et coloration des graines.

Comme le tétrazolium ne péndtre pas & travers le tégument des graines
de coton, il faut enlever. L'enlevement du tégument se fait trés facilement
aprés trempage des graines dans de P’eau chaude a 30° ou 35° pendant au
moins 5 2 6 heures.

Un autre systéme consiste a placer les grains sur du papier humide pen-
dant 16 heures (une nuit) & 30°. L'ongle du pouce cst peut-étre le meilleur
instrument pour enlever le tégument de la graine. Aprés enlévement du tégu-
ment, il faut placer de nouveau les graines dans de I'cau chaude pendant
30 minutes a une heure, pour ramollir encore la membranc mince qui
adhére au cotylédon. (L’cnlevement de cette membranc cst nécessaire aussi
pour permettre I’absorption du tétrazolium par Pembryon.) Lorsque la
membrane a été suffisamment ramollic, elle peut facilement étre enlevée
de la grainc avec les doigts. 1l faut veiller pendant 'enlévement du tégu-
ment et de membranc a cndommager le moins possibles les tissus de la
graine.

Aprés enlevement de la membrane, tremper immédiatement les grai-
nes dans une solution de tétrazolium 105-1 %. A 40, il faut 1 a 2
heures pour colorer les graines, tandis qu’d température ambiante il faut
de 2 A 4 heurcs. Quelle que soit la température, les graines doivent rester
dans la solution de tétrazolium jusqu’a ce qu'on cn obticnne une coloration
rouge satisfaisante mais pas trop intense. Lorsqu’on a obtenu une couleur
satisfaisante, vider la solution de tétrazolium et laver plusieurs fois les
graines dans de Tcau fraiche. Il faut laisser suffisamment d’cau aprés le
dernier lavage pour recouvrir complétement les graines.

Lorsqu’on enléve les téguments, on constate que certaines graines sont
manifestement pourries et mortes. Tl n'est pas nécessaire de tremper ces
graines dans la solution de tétrazolium. 11 convient cependant de compter
ces graines et de les faire figurer dans le calcul des résultats de l'essai.

Interprétation.

L'interprétation des résultats des essais au tétrazolium sur des graines
de coton est difficile. Avec de Pexpérience cependant, il est possible
d'estimer la vitalité avec une exactitude raisonnable. Le débutant ne se
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découragera pas trop vite il n’oublie pas que les essais de germination des
graines de coton sont difficiles aussi et donnent des résultats variables. Les
graines non viables comprennent les suivantes : 1) les graines sur lesquelles
la partie non colorée de la radicule s'étend au-deld de sa pointe extréme,
2) les graines sur lesquelles plus d’un tiers du tissu des cotylédons n’est pas
coloré, 3) les graines qui sont colorées en rouge anormalement sombre
(rouge pourpre) et 4) les graines d'une teinte rouge-grisitre ou rouge
trouble. Ces deux derniéres catégories de graines non viables sont caracté-
risées aussi par la mollesse du tissu et par I'absence de toute expansion
des cotylédons. Les graines paraissent ainsi beaucoup plus petites que les
graines viables dont les cotylédons se développent, exposant ainsi la radi-
cule et augmentent la dimension de la graine,

La Planche 8 indique quinze réactions types de coloration. Les illus-
trations sont données deux par deux et représentent les deux cotés de la
graine. La signification et la classification de chaque réaction sont indi-
quées dans la légende.

L’exactitude de I'essai augmente avec I'expérience. Le débutant doit
faire un grand nombre d’essais comparatifs de germination et d’essais au
tétrazolium jusqu’a ce qu'il ait acquis suffisamment de confiance en lui-
méme et dans l'essai. Les différences les plus fréquentes se produisent
lorsque I'on soumet A I'expérience des graines non traitées. Les résultats de
I'essai au tétrazolium des graines non traitées peuvent étre trés supérieurs
aux résultats des essais correspondants de germination. Si les graines doi-

PLANCHE 8

Critéres pour interpréter les résultats d'essoi au tétraxolium sur des graines de coton.

Les illustrations sont groupées deux par deux et représentent les deux cotés de la

graine, Les zones noires indiquent le tissu coloré et vivant tandis que les xones
blanches représentent le tissu non coloré et mort.

No 1 Viable : graine complétement colorée, la colorstion n'est pas trop
intense,

Nos2 — 5§ Viables : quelques petites zones non colorées sur les cotylédons.

Ne 6 Viable : moins du tiers des cotylédons n’est pas coloré.

Ne 7 Viable : l'extrémité de la radicule n‘est pas colorée ; petites taches
non colorées sur les cotylédons,

Ne 8 Non viable : plus du tiers des cotylédons n’est pas coloré ; V'extré-

mité de lo radicule n’est pas colorée.
Nos 9 — 10  Non viables : la partie non colorée de la radicule s’'étend au-dels de
so partie extréme.

Ne 11 Non viable : les zones non colorées des cotylédons se prolongent
dans la région ou la radicule et les cotylédons sont fixés.

No 12 Non viable : plus du tiers du tissu des cotylédons n'est pas coloré.

Ne 13 Non viable : les graines sont colorées en rouge gris ou en rouge
sombre ou laiteux — les cotylédons ne sont pas développés ; lo
graine est relativement plus petite que les graines viables.

Ne 14 Non viable : la coloration est anormalement sombre et de coulcur

rouge pourpre ; les cotylédons ne sont pas développés et la graine
est relativement plus petite qu’une graine viable.
No 18 Non viable : la graine est entidvement incolore.
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vent &tre finalement traitées, bien souvent les résultats de l'essai au tétra-
zolium donnent une meilleure indication de la faculté germinative que les
essats habituels de germination,

‘ Adaptanon d des espéces similaires de graines.

-Les techniques décrites cx-dessus pour les graines de coton sont appli-
cables & d’autres espdces de graines, a condition d’y apporter les modifi-
cations suivantes :

Dah (Hibiscus cannabinus) : placer les graines directement dans une
solution & 1 % de tétrazolium 2 40°. Aprés 4 a 6 heures, vider le tétrazo-
lium et le remplacer par de l'eau. Enlever les téguments des graines et pla-
cer.de nouveau les semences légérement colorées dans du tétrazolium pen-
gant 1 2 2 heures encore. L’interprétation est analogue a celle des graines

e coton.

SOJA (Glycine max)

Structure de la graine et de la plantule.

La graine de soja a généraleraent une forme sphérique avec un tégu-
ment relativement mince. Le hile, point d'attache de la graine dans la
gousse, a une forme linéaire ou elliptique et est situé sur la face ventrale
du tégument. 11 peut &tre pigmenté de fagon variée (Fig. 12 A).

C
Q f
20 e
B
Fig. 12
Structure de la graine et de la plonture de soja. A. graine — B. plontule —

C. ombryon, a) tégument, b) hile, c) hypocotyle, d) plumule, @) cotylédon, f} racine
principale (radicule),
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L’endosperme n’est représenté que par une mince couche de cellules,
Le reste de lintérieur de la graine est occupé par Pembryon. L'embryon
consiste en deux cotylédons épais et charnus, 3 court axe hypocotylé radi-
culé et une plumule bien développée (deux feuilles sont généralement
visibles). L’extrémité de la plumule est fixée sur I'axe de la radicule hypo-
cotyle et elle est située entre les cotylédons (Fig. 12 C).

Au moment de la germination, la radicule perce le tégument et pousse
rapidement, Les cotylédons et la plumule sont poussés au-dessus de la sur-
face du sol (développement épigé) par élongation de I’hypocotyle. Les
cotylédons se développent, puis se plissent lorsque la plumule commence a
se développer (Fig. 12 B),

Préparation et coloration des graines.

Bien que le tétrazolium pénétre facilement dans les téguments de la
plupart des variétés de soja, les graines doivent cependant &tre préparées
avant d’€étre placées dans la solution de tétrazolium. La préparation est
nécessaire pour deux raisons : 1) un grand nombre de graines placées direc-
tement dans une solution de tétrazolium (ou dans ’eau) absorbent I'eau si
rapidement que le tégument éclate et que les cotylédons se séparent, et 2) la
préparation améliore la qualité et la clarté de la coloration, facilitant ainsi
Pinterprétation. Les graines doivent étre préparées pendant 6 heures au
moins sur du papier humide. Cependant, une préparation pendant 16 heures
(toute une nuit) cst préférable.

Aprés préparation, on place les graines dircctement dans unc solu-
tion de tétrazolium a 1 %. Il faut utiliser suffisamment de solution pour
permettre une plus ample absorptica et un gonflement de la grainc. A 40°
on obtient unc coloration suffisante ¢n 2 & 4 heures, suivant Ia variété. On
peut employer des températurcs plus basses (températurc ambiante) mais
il faut alors 5 a 7 hecures pour obicnir une coloration. Quelle que soit la
température, les graines doivent rester dans la solution de tétrazolium jus-
qu’a obtention d'une coloration rouge vif, mais pas trop intensc. Lorsqu’on
a obtenu l'intensité désirée de coloration, on vide la solution de tétrazolium
puis on lave les graines plusicurs fois dans de¢ I'eau, en laissant suffisam-
ment d’eau aprés le dernier lavage pour recouvrir complétement les graines.

Certaines variétés, en particulier celles ayant des téguments de couleur
sombre, se colorent plus uniformément ct d’unc manitre plus satisfaisante
si on enléve les téguments aprés la préparation et avant coloration, Le
tétrazolium nc traverse pas le tégument des variétés a grain°s brunes ou
noires aussi facilement que dans les variétés & tégument de couleur claire.

Interprétation,
A la fin de la période de coloration on constatera que quelques-unes

des graines sont fortement endommagées ou cassées, Ces graines ne sont
généralement pas viables. Les téguments des autres graines restent intacts



66 L'ESSAI AU TETRAZOLIUM POUR DETERMINER

ou laissent apparaitre une 1égére rupture ou des fentes peu importantes. Ces
graines neuvent étre viables ou non viables. Les téguments doivent étre
enlevés pour permettre I'examen des réactions de coloration. Généralement
le tégument peut facilement étre enlevé en pressant fermement les graines
a 'une de leurs extrémités entre le pouce et 'index.

Les graines non viables comprennent les suivantes : 1) les graines
avec une zone non colorée a la jonction de I'axe radicule-hypocotyle et des
cotylédons, 2) les graines sur lesquelles la partie non colorée de la radicule
s'étend au-deld dec sa pointe extréme, 3) les graines avec plus de la moitié
de la surface du cotylédon non colorée (du haut vers le bas), 4) les graines
de coloration anormalement sombre ou rouge pourpre (la coloration péne-
tre généralement complétement a travers les cotylédons épais, 5) les graines
avec une coloration indistincte ou laiteuse 4 et 6) les graines uniformément
colorées mais avec des craquelures minces ou ténues dans la radicule ou a

4, Cette situation est probablement due & un manque de coloration des couches
extérieures des cellules des cotylédons, ainsi qu'a une coloration intense de l'intérieur
des cotylddons. Ainsi, l'intérieur fortement coloré vu a travers une couche translucide
et non colorée a un aspect rouge laiteux.

PLANCHE 9

Critdres pour Vinterprétation des résultats des essais au tétrozolium sur les graines de

soja. Les illustrations sont groupées deux por deux et représentent les deux cétés de

fa graine. Les zones noires indiquent le tissu coloré vivant tandis que les zones
blanches représentent le tissu non coloré et mort,

Ne 1 Viable : groine complétement colorée ; la coloration n'est pos trop
intense.

Not2 — § Viables : quelques petites zones non colorées sur les cotylédons,
Ne 6 Viable : la pointe extréme de la radicule n’est pas colorée ; les coty-
lédons présentent quelques zones non colorées.

Ne 7 Non viagble : la partie non colorée de la radicule s‘étend cu-deld de
o pointe extréme.

Ne 8 Non viable : la jonction de 1'axe radicule-hypocotyle et des coty-
lédons n’est pas colorée.

Ne 9 Non vi:ble : zones non colorées dans la région ou la plumule est
situéde.

Ne 10 Non viable : séries de zones non colorées sur la partie supérieure de
{'axe radicule-hypocotyle.

No 11 Non viable : plus de la moitié de I‘extrémité supérieure des coty-
fédons n’est pas colorée.

Ne 12 Non vicble : l'extrémité bosilaire des cotylédons et |‘axe radicule

hypocotyle sont d’un rouge laiteux, la coloration s'étend sur toute
la section tronsversale des cotylédons.

No 13 Non viable : comme pour 12, sauf que la zone rouge laiteux est
plus développée.
Ne 14 Non viacble : les graines sont colorées en rouge pourpre; la colo-

ration s'étend sur toute la section transversale des cotylédons.
No 15 Non viable : les graines sont complétement incolores.
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la jonction de Paxe radicule-hypocotyle et des cotylédons (les faces des
craquelures sont généralement blanchétres).

L'intensité de la coloration varie considérablement méme sur la méme
graine. Ceci & peu d’importance sauf dans le cas indiqué ci-dessus, Cepen-
dant, le tissu mort ne doit pas étre confondu avec le tissu lég2rement
coloré. Le tissu mort est généralement caractérisé par une couleur blanche
cadavérique et par une texture molle. S'il y a le moindre doute en ce qui
concerne la classification proprement dite du tissu, il convient de remettre
la graine dans la solution de tétrazolium pendant 30 minutes - 1 heure.

Lorsque les graines sont colorées directement a travers le tégument,
les faces en contact des cotylédons des graines A forte vitalité ne se colorent
généralement pas, probablement par suite de I'absence de contact entre ce
tissu et le tétrazolium. Une coupe transversale des cotylédons des graines
vigoureuses révele aussi que la coloration par le tétrazolium est assez super-
ficielle c’est-d-dire quelle ne s%étend pas profondément dans le tissu du
cotylédon. D’autrc part, les cotylédons des graines détériorées et les deux
faces opposées du cotylédon sont fortement colorées. Apparemment, le tissu
sain ct vigourcux empéche Ia pénétration du tétrazolium tandis que le tissu
détériorié est plus perméable.

La Planche 9 représente quinze réactions types de coloration. Les illus-
trations sont groupées deux par deux et représentent les deux cotés de la
graine. La signification et la classification de chaque réaction sont indiquées
dans la légende.

L’exactitude de I'essai est bonne. Le débutant aura intérét i faire des
essais comparatifs dc germination et des essais au tétrazolium jusqu'ad ce
qu’il se soit familiarisé avec les différentes teintes et intensités de couleur
obtenus lors de I'essai au tétrazolium.,

Adaptation a des variétés similaires de graines.

La méthode qui vient d’étre décrite pour le soja peut étre adaptée a
d’autres types de graincs cn y apportant les modifications indiquées ci-
dessous :

1. Vigna sinensis : préparer les semences pendant 16 heures sur du
papicr humide, puis les placer directement dans une solution de tétrazolium
4 1 % pendant 2 & 3 heures 4 40°, ou 4 A 6 heures A température ambiante.
Enlever les téguments ct interpréter comme pour le soja. (Attention : la
zone cotylédonaire située directement au-dessous de la radicule est généra-
lement non colorée ou sculement légérement colorée ; ce tissu ne doit pas
€tre classé comme mort, i moins qu’il ne soit manifestement pourri.)

2. Haricots (Phascolus spp.) : Préparer les graines pendant 16 heu-
res sur du papier humide. Placer dircctement dans unc solution de tétrazo-
lium & 1% pendant 2 4 3 heurcs 2 40° ou 6 3 8 heures A température
ambiante. Enlever les téguments ct interpréter comme pour le soja. Tous
les haricots qui sont trop légérement colorés pour qu'on puisse faire une
ilnt]‘:rprémtion doivent étrc remis dans du tétrazolium pendant 30 minutes &

eure,



LA VITALITE DES SEMENCES 69

VESCE VELUE (Vicla villosa)
Structure de la graine et de la plantule.

Les graines de vesce velue ont une forme sphérique et une couleur
généralement noire. Le tégument est relativement épais et le hile est ovale
ou elliptique, mais il n'est généralement pas coloré d’une fagcon distincte
(Fig. 13 A).

L’embryon comprend deux cotylédons épais et charnus, une courte
radicule en forme de coin et une plumule rudimentaire (ou épicotyle)
(Fig. 13 O).

Lors de la germination, la radicule perfore le tégument, les cotylédons
restent sous le sol (développement hypogée) tandis que I’épicotyle s’allonge
et pousse la plumule au-dessus de la surface du sol (Fig. 13 B).

Fig. 13

Structure de la groine et de la plontule de la Vesce velue, A, graine — B. plantule,
— C. embryon, a) tégument, b) hile, c) épicotyle, d) bourgeon terminal, e} racine
principale (radicule) f) cotylédon.

Préparation et coloration des graines.

Les graines de vesce veluc peuvent étre colorée directement i travers
le tégument, Cependant, I'uniformité de coloration se trouve grandement
améliorée si Ion trempe tout d’abord les graines dans de I'cau a 25° pen-
dant 3 & 4 heures. Aprés trempsge, placer les graines dans une solution
de tétrazolium a 1 %.
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La coloration nécessite 2 4 3 heures & 40° ou 5 2 7 heures & tempéra-
ture ambiante, A la fin de la période de coloration, on vide la solution de
tétrazolium et on lave les graines plusieurs fois dans de I'eau. II faut laisser
suffisamment d’eau aprés le lavage final pour complétement recouvrir les

raines,

’ Les graines dures de vesce velues présentent parfois des difficultés. Ii
y a deux maniéres de résoudre ce probléme : 1) une graine qui n’a pas
absorbé d’eau 2 la fin de la période initiale de trempage peut étre 1égere-
ment frottée avec de la toile émeri ou étre perforée avec une aiguille et
remise dans la solution de tétrazolium ; 2) les graines dures peuvent étre
comptées et considérées comme telles, de méme que dans I'essai normal
de germination. La premi¢re méthode est & préférer.

Interprétation,

Les téguments doivent étre enlevés pour interpréter les résultats de
I’essai. 1l est facile de les enlever en brisant le tégument avec une pince
2 extrémités pointues puis en poussant doucement et régulicrement jusqu’a
ce que 'embryon sorte. Il arrive que les cotylédons se séparent pendant
Penlevement du tégument. Ceci n’a pas d’importance si les deux moitiés
restent ensemble car les semences sont déja colorées et interpétation est
encore possible.

Comme les téguments des diverses graines ont une perméabilité diffé-
rente, la coloration est rarement d’unc intensité uniforme. L’intensité de
la coloration présente peu d’importance tant qu’il n’y a pas risque de con-
fondre le tissu légérement coloré avec le tissu mort non coloré. Les graines
douteuses doivent étrc remises dans la solution de tétrazolium pendant
encore une heure,

PLANCHE 10

Critdres pour interpréter les essais au tétrazolium sur des graines de vesce velue, Les

illustrations sont groupées deux par deux et représentent les deux cétés de la graine.

Les zones noires Indiquent le tissu coloré et vivant tandis que les zones blanches
indiquent le tissu non coloré et mort.

Ne 1 Viable : graine complétement colorée.

Nos2 — 5§ Viables : zones non colorées, non critiques sur fles cotylédons,

Ne 6 Viable : pointe extréme de la radicule non colorée.

Ne 7 Viable : pointe extréme de la radicule non colorée, la moitié d'un
cotylédon n’est pas colorée.

No 8 Non viable : lo partie non colorée de la radicule s'étend au-dela de
lo pointe extréme.

No 9 Non viable : zone non colorée sur la partie supérieure de la radi-

Ne 10 cule.

Non viable : le point de jonction de la radicule et des cotylédons
Ne 11 n‘est pas coloré,

No 12 Non viable : plus de la moitié du tissu cotylédonaire n'est pas coloré.
Ne 13 Non viable : vastes zones marbrées de tissu non coloré,
No 14 Non viable : seule la partie centrale du cotylédon est colorés,

No 15 Non viable : fa gralne est complitement incolore.
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Les graines non viables comprennent les suivantes : 1) les graines sur
lesquelles la partic non colorée de la radicule s'étend au-deld de sa pointe
extréme ; 2) les graines avec plus de la moitié du tissu cotylédonaire non
coloré et 3) les graines qui ont une zone non colorée au point de jonction
des cotylédons et de la radicule.

L'interprétation est assez facile, La plupart des graines non viables
sont complétement incolores et ont un tissu mou, d’une couleur allant du
blanc au jaune vert. On rencontre souvent des semences endommagées par
les charangons. Si les dégits sont légers, et n’atteignent pas la plumule, les
graines peuvent étre classées comme viables.

La Planche 10 représente 10 réactions types de coloration. Les illus-
trations sont groupées deux par deux et elles représentent les deux cotés
de la graine. La signification et la classification de chaque structure sont
indiquées dans la légende.

Adaptation a des espéces similaires de graines.

Les méthodes décrites ci-dessus pour la vesce velue peuvent étre adap-
tées & d’autres types de graines A condition d’y apporter les modifications
suivantes :

1. Pois d’hiver @ fleur blanche (Lathyrus hirsutus) : méme méthodes
que pour la vesce velue. Avec les graines dures trés difficiles a traiter on
peut procéder comme pour la vesce velue.

2. Vesce commune (Vicia sativa) : mémes méthodes que pour la vesce
velue,

3. Pois fourragués d’Autriche (Pisum sativum var. arvense) : méme
méthodes que pour la vesce velue.

4. Petits pois (Pisum sativum) : tremper les graines pendant 4 2 6 heu-
res dans de I'eau comme pour la vesce velue. Les cotylédons de nombreu-
ses variétés de pois cultivés étant naturellement d’une couleur verditre,
une coloration rouge verdatre est typique.

TREFLE INCARNAT (Trifolium incarnatum)

Structure de la graine et de la plantule.

Les graines de tréfle incarnat ont une forme légérement ovoide ct
sont d’une couleur allant du jaune-marron au jaune clair. Le tégument n'est
interrompu que par le hile qui est relativement peu apparent (Fig. 14 A).

L'embryon remplit la totalité de lintérieur de la semence. Il com-
prend deux cotylédons charnus attachés par des pétioles minuscules sur
Paxe radicule-hypocotyle qui est courbe. La plumule est rudimentaire
(Fig. 14 C).

Lors de la germination, la radicule fait éclater le tégument. Les coty-
1édons sont poussés au-dessus de la surface du sol par I'hypocotyle allongé.
Au-dessus du sol, les cotylédons se développent ct augmentent de dimen-
sion (Fig. 14 B).
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Fig. 14

Structure de la graine et de la plantule du tréfle incarnat. A, gv-ulno — B. plantule
— €. embryon, a) tégument, b) c?ty‘:édon,) ¢) hypocotyle, d) racine principale
radicule).

Préparation et coloration de la semence,

La préparation du tréfle incarnat n'est pas nécessaire. Les graines
peuvent étre placées directement dans une solution de tétrazolium a 0,5 -
1 %. 11 faut de 2 A 4 heures pour colorer & 40°, tandis qu'd température
ambiante il faut de 4 2 6 heures. Un autre syst®me qui améliore 1'uniformité
de la coloration consiste A tremper les graines dans de I'cau pendant
2 heures avant de les placer dans la solution de tétrazolium.

Lorsqu'on a obtenu une coloration satisfaisante, on vide la solution
et on lave les graines plusicurs fois dans de l'cau froide. Aprés le dernier
lavage, il faut garder suffisamment d’eau dans le plat pour recouvrir com-
plétement les graines. Les graines dures sont souvent difficiles 3 traiter.
On peut les compter comme graines dures — comme dans les essais nor-
maux de germination ou bien les scarificr légérement en les frottant
avec de la toile émeri et en les remettant dans la solution de tétrazolium.

Interprétation.

11 ne faut tenter I'interprétation qu’au moyen d’une loupe. Les graines
trés détériorées présentent de graves ruptures du tégument ct des craque-
lures, des fentes ou du tissu pourri, visibles dans les fentes. Les graines de
ce type ne sont manifestement pas viables et peuvent étre enlevées immé-
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diatement du plat et étre placées dans la catégorie non viables. Les tégu-
ments des autres graines doivent cependant étre enlevés. Cette opération
peut se faire en brisant le tégument avec une pince pointue et en exergant
une légére pression jusqu’a ce que I’embryon sorte.

Aprés enlévement des téguments, on examine soigneusement les graines
des deux cOtés. Les graines non viables comprennent les suivantes : 1) les
graines qui ont plus de la pointe extréme de la radicule non colorée, 2) les
graines avec des zones non colorées a la jonction des cotylédons et de I'axe
radicule-hypocotyle, 3) les graines sur lesquelles plus de la moitié du tissu
cotylédonaire n'est pas coloré, 4) les graines ayant une coloration anormale,
rouge-grise ou rouge-orange, ct 5) les graines ayant des taches vitreuses
ou des zones transparentes et rouges ou roses dans I'axe radicule-hypocotyle.
(Ces graines donnent des plantules anormales ayant des hypocotyles et des
racines aqueuses.)

L’intensité de la coloration est rarement uniforme lorsque les graines
sont colorées a travers le tégument, D'une maniére générale, I'extrémité
supérieure des cotylédons vers le c6té dorsal ct la pointe de la radicule pré-
sente une coloration rouge intense. La partie basilaire des cotylédons et la
partie supéricure vers le coté ventral sont souvent légérement colorés. 11
sagit d’une réaction normale qui ne doit causer aucune inquiétude. Le
tissu vivant légérement coloré peut se distinguer du tissu mort incolore
par un léger voile rose et une apparence de croisillon (sous la loupe) sur

PLANCHE 11}

Critdres pour interpréter les résultats des essais ou tétrazolium sur des graines de

tréfle incarnat. Les illustrations sont groupées deux par deux et représentent les deux

cdtés de la graine. Les zones noires indiquent le tissu coloré et vivant; les zones
blanches représentent le tissu non coloré et mort.

Ne 1 Viable : graine complétement colorée.

Not2 — 4 Viables : quelques petites zones non colorées sur les cotylédons.

No § Viable : petitcs zones non colorées sur o partie supérieure de 1'axe
radicule-hypocotyle.

Ne 6 Viable : VFextrémité de la radicule n'est pas colorée ; quelques petites

zones non colorées sur les cotylédons.

Ne 7 Non viable : lao partie non colorée de la radicule s’étend au-deld de
sa pointe extréme.

No 8 Non viable : zone non colorée & la jonction des cotylédons et de
I‘axe radicule-hypocotyle.

Ne 9 Non viable : zone non colorée prés du point d'attache des cotylé-
dons et de V'axe radicule hypocotyle au-dessus de I'endroit ol se
développe la plumule.

Ne 10 Non 'vizble : 'axe radicule hypocotyle est traversé par une zone non
colorée.

No 11 Non viable : zones non colorées sur I'axe radicule hypocotyle et au
point d'attache des cotylédons a |'axe.

Ne 12 Non viable: plus de la moitié du tissu cotylédonaire n’est pos
colorée.

"Ne 13 Non viable : Vaxe radicule-hypocotyle n‘est pas coloré.
Ne 14 Non viable : graine de coloration anormale, rouge grise, rouge

orange uvu vitreuse ou encore rouge transparente.
No 18 Non viable : graine complétement incolore.
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PLANCHE 11

ce dernier. Le tissu mort est généralement trés blanc (ou vert) mou et lisse
d’aspect.

L'exactitude de I'essai est bonne & condition que les couleurs anormales
solent reconnues comme telles et soient correctement interprétées.

La Planche 11 représente 15 réactions types de coloration. Les illus-
trations sont groupées deux par deux et représentent les deux cdtés de la
graine. La signification et la classification de chaque structure est indiquée
dans la légende.
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Adaptation a des espéces similaires de graines :

Les ‘procédures et méthodes décrites ci-dessus pour le tréfle incarnat
sont facilement adaptables 2 d’autres espéces similaires de graines, avec
les modifications indiquées. L'interprétation est analogue 2 celle qui a été
décrite pour le trefle incarnat.

1. Tréfle blanc (trifolium repens) : tremper dans I'eau pendant 2 a 3
heures et placer dans une solution de tétrazolium a 1 % pendant 4 3 6
heures & 40° ou 8 & 10 heures A température ambiante. Les graines dures
sont une source de grandes difficultés. Aprés trempage initial, toutes les
graines encorc dures peuvent étre scarifiées et replacées dans la solution
de tétrazolium, ou bien peuvent étre traitées comme les autres graines et
étre comptées comme dures 2 la fin de I'essai.

2. Tréfle violet (trifolium pratense) : tremper les graines pendant
2 heures dans de I’eau, puis les placer dans une solution de tétrazolium
4 1 % pendant 4 2 6 heures 2 40° ou pendant 6 4 10 heures & température
ambiante. Traiter les graines dures comme celles de tréfle blanc.

4. Mélilot (Melilotus spp): tremper les graines pendant 2 heures
dans de I’eau puis les passer dans une solution de tétrazolium 3 1 % pen-
dant 3 & 4 heures A 40° ou pendant 7 & 8 heures 2 température ambiante.
Traiter les graines dures comme celles de tréfle blanc.

4. Mélilot (Melilotus spp) : tremper les graines pendant 2 heures
dans de Peau puis les passer dans unc solution de tétrazolium a 1 % pen-
dant 4 3 5 heures 2 40° ou 8 A 10 heures 3 températurc ambiante. Traiter
les graines dures comme celles de trefle blanc.

5. Lespedeza (Lespedeza spp) : enlever les téguments puis frotter les
semences sur de la toile émeri fine avec le doigt. Tremper dans I'eau pen-
dant 2 hcures puis scarifier de nouveau les graines qui restent encore
dures. Placer dans une solution de tétrazolium a 1 % pendant 3 & 5 heures
4 40° ou 8 heures a température ambiante,

PASTEQUE (Citrullus vulgaris)

Structure de la graine et de la plantule.

Les graines de pastdques sont aplaties et de forme ovale avec un
tégument bien développé (Fig. 15 A).

L’embryon remplit la totalité de lintérieur de la graine et il est
recouvert par une membrane mince comme du papier (endosperme) qui
adhére étroitement A 'embryon.

Les cotylédons sont plats et souvent veinés. L’axe radicule-hypocotyle
est court et de forme triangulaire, particllement entouré par les bords
basilaires des cotylédons. La plumule est rudimentaire (Fig. 15 C).
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Lors de la germination, la radicule fait éclater le tégument et I'hypo-
cotyle sort en ayant une forme d’arc avec une partic en saillie (crosse) sur
son c6té inférieur qui retient un c6té du tégument, tandis que I'allongement
de 'hypocotyle arqué sépare I'autre moitié de celui-ci (Fig. 15 B).

B

Fig. 15

Structure do la greine et de la plantule de pastdque. A. graine — B. plantule —
C. embryon, a} tégument, b) cotylédo?, :’:) hlypocotyle, d) noeud, e) racine principale
radicule),

Préparation et coloration des graines :

Le tégument et la membrane mince comme du papier doivent étre
enlevés avant la coloration, Les graines doivent-étre trempées dans de
eau tidde (30° # 35°) pendant 1 heurc. Ce trempage est suffisant pour
ramollir les téguments sans faire gonfler d’une mani¢re sensible I'embryon.
Si on laisse tremper trop longtemps les graines, I'embryon sc gonfle et
appuie fortement contre le tégument, cc qui rend difficile I'enlévement de
ce dernier sans endommager I'embryon, Lc tégument pcut étre enlevé en
coupant 2 travers lc bord supéricur de la graine ct en fendant le tégument
avec des pinces ou 'ongle du doigt. Aprés enlévement des téguments, faire
tremper de nouveau les graines dans de I'eau chaude pendant 1 ou 2 heures,
ou jusqu'd cec que la membrane mince comme du papier qui cntoure la
graine soit enlevée. Si cette membrane n’est pas enlevée, les graines nc se
colorent pas bien.

Aprés cnlévement de la membrane, les graines sont placées immédia-
tement dans une solution de tétrazolium i 1 %. On obtient unc coloration
satisfaisante en 1 ou 2 heures & 40° ou 2 & 5 heures & la température
ambiante. Lorsque la coloration a atteint'une intensité rouge vif, on vide la
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solution et on lave plusieurs fois les graines dans de I'eau en laissant suffi-
samnment d’eau aprés le dernier lavage pour recouvrir complétement les
graines. :

Interprétation.

L'interprétation est relativement aisée. Les graines non viables com-
prennent les suivantes: 1) graines avec plus de la moitié du tissu cotylé-
donaire non coloré, 2) graines sur lesquelles la partic de la radicule non
colorée s'étend au-deld de sa pointe extréme, et 3) les graines avec des
taches rouge-nébuleux ou rouge-laiteux sur la radicule ou recouvrant com-
plétement les cotylédons. Des zones non colorées moins importantes sur
le cotylédon n’affectent pas la vitalité de la graine.

La Planche 12 rcprésente quinze réactions types de coloration. Les
illustrations sont placées par paires et représentent les deux cOtés de la
graine. La signification et la classification de chaque réaction de coloration
sont indiquées dans la légende.

L’exactitude de Iessai est bonne. La plus grande difficulté réside dans
Ienlévement des téguments de la graine et de la membrane intérieure et
dans Pinterprétation correcte des coulcurs anormales.

Adaptation aux espéces similaires de graines.

On peut essayer les autres cspéces de cucurbitacées en suivant les
méthodes indiquées ci-dessus. L'extréme difficulté rencontrée pour enlever
le tégument de la semence et la membrane inférieure de quelques-unes des

PLANCHE 12

Critéres pour interpréter les résultats des essais au tétrazolium sur des graines de

pastéque, Les illustrations sont groupées deux par deux et représentent les deux cOtés

de la graine. Les zones noires indiquent le tissu coloré et vivant ; les zones blanches
représentent lo tissu non coloré et mort.

Ne 1 Viable : graine complétement colorée,

Nos2 — 6 Viables ;: des parties peu importantes des cotylédons ne sont pas
colorées.

No 7 Viable : Fextrémité de la radicule n’est pas colorée.

NosgB — 9 Non viables : la partie non colorée de la radicule s'étend cu-deld de
sa pointe extrdme, petites zones non colorées sur les cotylédons.

Ne 10 Non viable : bande de tissu non coloré traversont i‘axe radicule-
hypocotyle ; potites zones non colorées sur le cété des cotylédons.

Ne 11 Non viable : bande non colorée s'étendant sur l'axe radicule-hypo-
cotyle d'un cbté et zone non colorée sur la radicule de Vautre
coté,

Ne 12 Non vigble: plus de la moitié du tissu cotylédonaire n'est pas
colorée.

Ne 13 Non viable : taches nébuleuses ou rouge laiteux dans la portie cen-

trale du cotylédon s'étendant dans la xone d’attache de [‘axe
radicule-hypocotyle et des cotylédons ; lo partie de la radicule non
colorée dépasse Vextrémité,

Ne 14 Nolnlvloble : toute la graine a une couleur rouge nébuleuse ou rouge
aiteuse,

No 18 Non viable: ls semence est compldtement incolore.
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graines de cucurbitacées de petites dimensions (concombres, melons)
impose une grave limitation & I'application pratique de I'essai de ces espe-
ces au. tétrazolium.

RADIS (Raphanus sativus)

Structure de la graine et de la plantule.

Les graines de radis ont une forme globulaire et leur couleur varie du
jaune au brun. Le tégument est relativement lisse et mince (Fig. 16 A).

A C
Fig. 16
Structure de lo graine et de lo plante du radis. A. Graine — B. Plantule —
C. Embryon, o) tégument, b) hypocoty(le, c) c;:tylédon extérieur, d) racine principale
radicule).

L'’embryon du radis remplit la totalité de Iintérieur de Ia graine. Les
cotylédons sont larges ct pliés longitudinalement de sorte que seul le
cotylédon « extérieur » et les bords du cotylédon intéricur sont visibles
dans la grainc décortiquéc (cotylédons condupliqués). L’axe radicule-hypo-
cotyle est disposé contre le cotylédon intérieure dans I'angle formé par les
replis cotylédonaires, son cxtrémité étant dirigée vers le haut du coty-
lédon (Fig. 16 C).

Lors de la germination, la radicule fait éclater le tégument et I'axe
radicule-hypocotyle s'allonge en poussant les cotylédons au-dessus du sol.
Les cotylédons se déplient alors et se développent (fig. 16, C).
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Préparation et coloration des graines.

Les téguments des graines de radis et autres cruciféres, doivent &tre
enlevés car ils sont relativement imperméables au tétrazolium. L'enlévement
du tégument se fait trés facilement lorsque les graines ont &té préparées
toute une nuit sur du buvard humide. Pendant la période de préparation, un
grand nombre de graines se gonflent tellement que le tégument se rompt,
ce qui permet de ’enlever facilement. Un autre systtme consiste & tremper
les graines dans de I'eau pendant 3 3 4 heures avant d’enlever le tégument,
La scarification des graines dans de petits pots doublée de papier de verre
affaiblit le tégument, permet la pénétration rapide de I'eau et facilite I'enle-
vement des téguments. 11 faut veiller, pendant I'enlévement du tégument, 2
endommager le moins possibie 'embryon. Tout dégit occasionné par I'enle-
vement du tégument doit étre noté pour empécher toute confusion avec
d'autres imperfections au moment de Pinterprétation.

Les graines décortiquées sont placées immédiatement dras une solu-
tion de tétrazolium 2 1 % A 40° A cette température, on obtient une
coloration satisfaisante en 1 ou 2 heures, tandis qu’d des températures
plus basses il faut une durée de coloration un peu plus longue. Quelle que
soit ]a température, les graines doivent rester dans la solution jusqu'a ce
qu'on ait obtenu une coloration rouge vif mais pas trop intense. Lorsque
les graines ont été colorées d’unc maniére satisfaisante, on vide la solution
et on lave plusicurs fois les graines dans de I'eau fraiche. 11 faut garder
suffisamment d’'eau aprés le dernier lavage pour recouvrir complétement
les graines.

Interprétation.

Les graines ne se colorent pas toutes avec la méme intensité pendant
un temps déterminé, Certaines prennent une couleur rouge sombre, tandis
que d’autres deviennent roses. Les teintes allant du rose au rouge sombre
sont interprétées comme indiquant un tissu viable. Le cotylédon intérieur
a généralement une coloration plus claire que la radicule et que le cotylédon
extérieur.

En raison de la faible dimension dc la graine, il est nécessaire
d’employer unc loupe pour faire une interprétation exacte. Les graines non
viables comprennent Ics suivantes : 1) graines sur lesquelles la moitié du
tissu cotylédonaire n'cst pas coloré, 2) graines sur lesquelles la partic de la
radicule qui n’est pas colorée s'étend au-deld de Ia pointe extréme, et 3) les
graines avec unc zone non colorée A la jonction des cotvlédons et de I'axe
radicule hypocotyle.

La Planche 13 représente 15 réactions types dc coloration. Les illus-
trations sont groupées deux par deux et représentent les deux cbtés de la
graine. Seuls les bords du cotylédon intéricur sont représcntés. La signifi-
cation et la classification de chaque réaction de coloration sont indiquées
dans la légende.

L’exactitude de I'essal est bonne. La principale difficulté réside dans
I'enldvement des téguments.
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Adaptation & des espéces similaires de graines.

Les techniques et méthodes décrites ci-dessus pour le radis peuvent
8tre appliquées sans changement aux espices de Brassica. Il convient de
souligner cependant qac I'enldvement des téguments de quelques-unes des
variétés a4 trés petites graines est extrémement difficile.

Vl. LA METHODE VITASCOPE

Le Vitascope est un instrument dans lequel un vide réglé et une forte
température sont employés pour accélérer le taux de la réaction au tétra-
zolium, c'est-d-dire la coloration. L'instrument est pourvu aussi d’un dispo-
sitif automatique e complet de vannes qui recyclent la solution de tétrazo-
lium, Cet apparcil a été mis au point en Europe et il est en vente dans notre
pays (fig. 17).

Le Vitascope permet d’obtenir des colorations satisfaisantes et inter-
prétables sur un grand nombre de graines en 10 & 50 minutes. I convient

PLANCHE 13

Critbres pour interpréter les résultats des essais ou tétraxollum sur des graines de rodis,

Les illustrations sont groupées par paire et représentent les deux cbtés de la graine.

Les zones noires indiquent le tissu coloré et vivant tondis que les zones blanches
représentent le tissu non coloré et mort.

No 1 Viable : graine complédtement colorée.

Not2 — 4 Viables : zones non colorées sans importance sur les cotylédons exté-
rieur et intérieur,

No § Viable : la majeure partie du cotylédon extérieur.

No 6 Viable : l'extrémité de la radicule n’est pas colorée.

No 7 Vigble ; lextrémité de la radicule n'est pas colorée, une grande
partie du cotylédon extérieur n’est pas colorée. ’

No 8 Non viagble : la partie de la radicule non colorée s’étend au-deld de
sa pointe extréme,

No 9 Non viable : la jonction des cotylédons et de Vaxe radicule-hypo-
cotyle n’est pas colorée.

Ne 10 Non viable : lo radicule est pratiquement entidrement traversée par

une bande non colorée; des zones non colorées moins Impor-
tantes se trouvent sur le c6té extérieur.

Ne 1V Non 'vlobie : plusieurs xones non colorées importantes sur la radi-
cule.
No 12 Non viable : le cotylédon intérieur est entidrement incolore et une

grande partie du cotylédon extérieur n’est pas colorée (plus de la
moltié du tissu cotylédonaire n’est pas colorée).
No 13 Non viable : I'axe radicule-hypocotyle est entidrement incolore.
Ne 14 Non viable : les cotylédons sont entidrement incolores.
No 18 Non vicble : la graine est compldtement incolore.
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de souligner cependant que le Vitascope n'accélére que la réaction de
coloration. Le temps nécessaire pour préparer et faire subir un traitement
préalable est approximativement le méme lorsque les semences sont colo-
rées par le Vitascope ou dans une assiette & la température ambiante. En
outre, le Vitascope ne supprime ni ne facilite I'interprétation du résultat
des essais. On ne peut obtenir des résultats exacts que par un examen
méticuleux et critique des réactions de coloration sur les diverses graines,
ainsi qu'il a été indiqué précédemment. Les périodes de coloration et autres
renseignements relatifs 3 la méthode Vitascope sont donnés dans le
Tableau I.

TABLEAU I. — METHODE VITASCOPE POUR EFFECTUER
LES ESSAIS AU TETRAZOLIUM!

DUREE
PLANTE PREPARATION DE
COLORATION
Graminées, grosses graines, mais, Tremper dans I'eau pendant 4 heures  10-30 min,
blé, avoine, orge, seigle, sor- Sectionner & travers I'embryon.
157+ )
Graminées, graines de dimensions Placer sur une matiére humide pen-  20-40 min.
moyennes (fétuques, raygrass, dant 4 a4 16 heures.
brome commun, dactyle, bro- Sectionner & travers I'embryon.
me de Schrader, chiendent
pied de poule, sorgho d'Alep,
paspalum platycaule) ......
Graminces, pctites graines (chien- Placer sur une mati¢re humide pen-  30-60 min.
dent, fléole, phturin des prés, dant 4 & 16 heures.
paspalum platycaule) ...... Perforer les graines dans I'endosper-
me prés de 'embryon.
Coton ........cccvveiviinnn, Tremper dans 'eau pendant 4 heures, . 15-20 min.
enlever le tégument et les autres
membranes.
Légumineuses, grosses graines Placer les graines sur une matiére 15-20 min.
(soja, pois, haricots) ........ humide pendant 2 heures, puis
dans {’eau pendant 2 & 3 heures.
Enlever les téguments.
Légumineuses, petites graines Placer les graines sur une matiére 20-30 min,

(tréfle, luzerne, lespedeza, ves-
ces)

humide pendant 4 A& 8 heures,
piquer les grainc. sur le cOté
opposé A la radicule.

1. Ces renseignements sont fondés en

Baker (2) et Metzer (76).

grande partie sur les méthodes décrites par
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Figure 17. — Le Vitascope.

VIl. EXACTITUDE DE L’EXAMEN AU TETRAZOLIUM

Rien ne peut remplacer I'expérience, ct l'expérience ne s’acquiert
qu'avec la pratique. Celui qui effectuc pour la premitre fois I'essai au tétra-
zolium sous-estimera ou surestimera fréquemment le pourcentage de ger-
mination, en dépit de tous les conscils, avis et références, schémas et autre
documentation dont il pourrait disposer. L'objet du présent bulletin n'est
pas dc donner des dircctives slires pour 'essai au tétrazolium, mais plutot
de fournir les renscignements dc basc nécessaires qui permettront d’acquérir
de l'expérience. Les méthodes présentées ici permettront d'obtenir une
coloration satisfaisante des différentes espéces de graines. Les criteres d'in-
terprétation donneront, s'ils sont suivis cxactement, des résultats relative-
ment exacts dans la plupart des cas. Il est évident, cependant, qu'il n’est
pas possible d’cxaminer toutes les combinaisons possibles de tissus colorés
et non colorés, qui en fait nc sont méme pas toutes connues, car un grand
nombre de lots présentent des problemes nouveaux et uniques en leur genre,
méme 3 P'analyste expérimenté. 11 n'est pas possible non plus de décrire
avec exactitude les tcintes de couleur, la texture et la fermeté des tissus, la
clarté de la coloration, facteurs qui tous influencent I'interprétation et qui
présentent une grande importance pour I'analyste expérimenté.

La meilleure fagon d'interpréter avec exactitude les résultats des
essais au tétrazolium consiste & fairc des essais comparatifs de germination
et au tétrazolium. Ces essais comparatifs pcuvent étre répétés jusqu'a ce
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que les résultats des essais soient comparables et que I'analyste comprenne
les causes de ses erreurs antéricures, Le meilleur systéme consiste peut-étre
pour D'analyste A trier les graines en trois catégories : a) graines qui sont
manifestement bonnes, b) graines qui sont manifestement mauvaises et
c) graines douteuses. Au début, cette dernire catégorie sera assez impor-
tante, mais avec l'expéricnce elle sera ramenée A quelques graines. Les
réactions de coloration sur les graines de la catégorie douteuse devront étre
soigneusement notées. Si I'on connait les résultats d’un essai de germina-
tion, on pourra s'efforcer de classer les graines douteuses et de noter les
effets de la classification sur le pourcentage de germination probable. Une
étude soigneuse du probléme permettra de classer avec exactitude les graines.

Il ne suffit pas de faire un essai comparatif au tétrazolium et un
essai de germination une scule fois ou sur un seul échantillon. Il ne faut
pas non plus s’estimer satisfait parce que la moyenne de plusieurs essais
au tétrazolium sur différents échantillons se rapproche de la moyenne
des résultats des essais de germination sur les mémes échantillons. L'utili-
sation de I'cssai au tétrazolium exige que le pourcentage de germination
soit estimé avec précision sur chaque échantillon.

Le débutant doit veiller & ne pas tirer hitivement des conclusions
et doit étre conscient du danger que présente la compensation des erreurs.
Le pourcentage de germination d’un seul essai peut étre calculé avec une
approximation suffisante, simplement parce que l'analyste a classé le méme
nombrc de graines comme viables alors qu'elles étaient non viables, et
comme non viables celles qui étaient viables. Ainsi, dans un cas on obtient
des résultats excellents, alors que la vitalité d’'un autre échantillon risque
d’étre surestimé ou sous-estimée considérablement.

L'exactitude s’améliorera avec la pratique et I'cxpérience. En fait,
Panalyste expérimenté qui remarque une différence entre les résultats des
essais de germination ct au tétrazolium sur le méme échantillon mettra fré-
quemment cn doute P'exactitude de Pessai de germination. Il est bon de
ne pas oublicr qu'il y a des erreurs dans les essais de germination, aussi bien
qu'il y a des erreurs dans les essais au tétrazolium. La faute n’incombe pas
toujours a I'essai au tétrazolium.

Il arrive fréquemment qu'en essayant des graines comme celles de
coton, de pois et d’avoine, les résultats des essais au tétrazolium soient sen-
siblement supéricurs aux résultats des essais de germination. Dans de
nombreux cas, on constatera que les graines n'ont pas été traitées avec un
fongicide. Si les graines ont été traitées, les cssais de germination augmen-
tent généralement et s¢ rapprochent des résultats des essais au tétrazolium.
Par exemple, les grains d’avoine qui véhiculent le champignon de la nielle
ont fréquemment un pourcentage de germination de 40 a 50, tandis que les
résultats des essais au tétrazolium indiquent 85 %. Si Ies grains sont traités,
le pourcentage de germination passe généralement 3 85 % environ.

En résumé, la pratique est nécessaire pour acquérir le degré d’exac-
titude voulu. La pratique et I'amélioration de I'exactitude s’accompagnent
aussi de la confiance, Un analyste ne peut pas commencer d appliquer
couramment les essais au tétrazolium tant qu'il n'aura pas confiance en lui-
méme et dans I'essai.
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Vill. LIMITATIONS DE L'ESSAl AU TETRAZOLIUM

Pour employer intelligemment P'essai au tétrazolium, il faut au moins
en connaitre les limites. Certaines de ces limites qui ont trait & des espéces
de semences particulidres, ont déjd été indiquées. Les facteurs, ainsi que
d’autres, qui n’ont pas été mentionnés précédemment, sont étudiés ci-des-
sous :

1. Bien que les résultats de I’cssai au tétrazolium puissent étrc obte-
nus dans un temps relativement court, I'essai nécessite généralement plus
d’homme/heurcs de travail que I'essai de germination.

2. Quelques-unes des techniques et méthodes d’essai au tétrazolium
sont extrémement fastidicuses et nécessitent 2 la fois de la patience et
de I'expérience.

3. Pour les plantes qui ont des semences dures, I'essai au tétrazolium
n’indique pas exactement la proportion de graines viables et de graines
dures contenues dans I’échantillon. Cependant, si les résultats des essais
sont correctement interprétés, ils doivent étre comparables au total des
graines viables plus le pourcentage de graines dures.

4, L'essai au tétrazolium n'établit pas de différence entre les graines
dormantes (c’est-i-dirc dures) et les graines non dormantes. Ainsi, pour
les espdces de semences qui restent longtemps dormantes, les résultats des
essais au tétrazolium sont trés supéricurs au résultat des essais de germi-
nation. Lorsqu'il est habituel d’indiquer la mention « graines dures », les
résultats des cssais au tétrazolium doivent s¢ rapprocher du total des
graines germables plus le pourcentage de graines dures.

5. Les dégits occasionnés aux graines par les produits chimiques de
traitement (fongicides, insccticides, fumigants) ne sont généralement pas
détectés par l'essai au tétrazolium. Les graines qui ont été endommagées
par un agent chimique se colorent aussi bien que les graines viables.

6. L’essai au tétrazolium ne permet pas toujours de détecter avec
exactitude les dégits occasionnés récemment par la gelée, la chaleur ou
les machines.

7. Comme lessai au tétrazolium ne comporte pas de germination,
les micro-organismes qui nuiscnt aux plantules ne sont pas détectés,

Bien qu'il puisse sembler que I'vssai au tétrazolium ait beaucoup trop
dc limitations pour pouvoir étre d’un usage général, la proportion de lots
de semences pour lesquels ces limitations peuvent jouer est assez faible.
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X. APPENDICE

Fournisseurs de chlorure de triphényle-tétrazolium-2,3,5 et autres
dérivés du tétrazolium :

- Fisher Scientific Company, etc.

Formule de la solution de clarification au lactophénol

- 20 ml de phénol ;

- 20 ml d’acide lactique ;

- 20 ml d’eau;

- 40 il de glycérine. :

Cette formule permet d’obtenir 100 ml de solution clarifiante. On

peut en obtenir des quantités plus importantes ou plus faibles en multi-
pliant ou divisant les proportions des ingrédients par le méme nombre.
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