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ETUDES DES PROPRIETES ORGANOGENETIQUES DES TISSUE DE NICOTIANA
TABACUM L.VAR. "P 19", EN CULTURE IN VITRO.
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Dicte Universitesi Fen-Edebiyal Faklltesi DIiYARBAKIR
RESUME

Les recherches qgue nous avons effectudes au cours des années
précéndentes, concernent des propriétds organogénétigques des tissus
de tabac de WNicotiana tabacum L, var. "P19", en culture in vitro.
Pour ces études, nous avons réalisé des mises en culture avec des
fragments de tiges de Tabac de "P19", et des isocloments cellulaires
& partir de ces souches agfes de trois mois, jusqu'au guinze mois,

cultivées gsur cing milieux putritifs de MURASHIGE et SKOOG 1].

Finalement, on a constat& que les cytokinines et les adénines
asgsociés avec l'acide indolylacétique exaltaient la neoformation de
bourgeons, une augmentation de l'acide  indolylacétique {AIA)

provoquait la rhizogenése.
OzZET

Gegen yillar boyunca gergeklegtirdigimiz araqtzrmalar,_ Niecotiana
tabacum L.var."P12" tiitliniiniin in vitro kiiltiirdeki dokularanin orga-
nogenetik  Gzelliklerinin incelenmesini kapsarlar. Bu incelemeler
igin "P19" tiitiinliniin gdvde pargalariyle kiiltlirler ve MURASHIGE ve
SKOOG wun (1) beg besleyici besi ortamlari lzerinde yerlegtirilmig Ug
ila onbeg aylik yagli suglarindan itibaren hiicre izolmanlari gergek-
legtirdik.

Netice olarak biz, indol asetik asitle karaigtirilmis adenin ve sito-
kininlerin tomurcuk yenilenmesini cogturduklarini, indolasetik asit-

teki bir artigin koklenmeyi tegvik ettigini miigahade ettik.
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INTRODUCTION

I1 est maintenant bien &tabli que certaines scuches tissulaires de
Tabac, meme agées de plusieurs anndes sont encore aptes 4 donner des

bourgeons et qu' & partir de ces bourgeons, il est possible de

reproduire la plante entigre.

Ces resultats ont pu 8tre obtenus grace aux travaux de B5KOOG et ses
col.{2) qui ont montrd que les cytokinines exaltaient remarquablement
la néoformation de bourgeons chez les souches tigsulaires de N.

tabacum L.

Ce pendant, les plantes obtenues sont plus cu moins parfaites. Dans

le cas de cultures tissulalires récentes, c¢'ast-d-dire ayant
seulement quelques semaines, les plantes sont tout 3 fait normales
[3]s taille, forme des feuilles, fleurs fertiles. Par contre, les
souches anciennes, agées de quelques moig [4], voire de quelgques
années, donnent des plantes présentant de nombreuses particularités.
Les unes poussent normalement et ne présentent dque gquelgues
abérrations de taille et de forme. Les autres par contre, sont trés
8loignées de 1la morphologie habituelle, lorsqu'elles parviennent a
fleurir, la plupart du temps elles ne donnent gue ou pas de graines.

Certaines ont un port en rosette.

Saisir l'apparition de ces anomalies, &tudier leur évolution avec
1'4ge des souches tissulaires afin de mieux comprendre les
transformations subies par les cultures de tissus au cours de leur
developpement, tel a &té le but des recherches que nous avons

effectuées,

Nous avons donc mis en culture des fragments de tige de Tabac sur
des milieux nutritifs eonnus pour leurs tendances morphog@nes et

suivi le devenir des propriétés organogénes des souches tissulaires
issues de ces mises en culture.

D'autre part LUTZ(5) ayant seulement montré que la rdalisation
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d'isclemants cellulairas etait susceptible de ré&véler des aptitudes
oryganogénes unon—exprim@es par les souches tissulaires, nous avons
jugé utile de compléter nos observations en isclant, 4 partir des
cultureg de tigsus obtenues un cgertain noembre de cleones donk nous

avons @galement analysé les propriétés.

Ce travail nous a eonduit, chague fols que cela a é&té possible, a
elaver en plantes entiéres les productions caulogénes resdltant des
cals, des souches tissulaires et de certaines clones, 3 &tudier les
particularités de c¢es plantes et a A8duire, par leur intemmediaire,
les propridtés cellulaires des cultures de tissua qui Lleur avalent

donné naissance.
MATERIAL ET TECHNIQUES
I-MATERIAL

Le Tabac utilise pour nos expériences est le N.tabacum L.var. “P12".
Comme au cours de nes &tudes nous avons 5té conduit 3 réaliser des
cultures de cellules isolées, nous avons fait appél 3 la souche
anergide de N,tabacum L,var,"White Burley", isolé par MOREL [&] pour

disposar des nourrices.
II-TECHNIQUES

Culture de tissus
Les techniques de cualtures de tissus que nous avong employées dans
nas expériences sgont c¢elles qui sont largement décrites dans

l'ouvrage de GRUTHERET {7].

Milieux de culture

¥ous avons employ® comme milieu simple, la solution minérale de ¥NOP
dilude de moitié, et le milien complex ﬁe MUASHIGE ET SKooc [1].
Dang ces milieux, les substances de croissance sont ré@presentées,
solt par l'association acide indolylacktigue-kinétine{K), soit par

l*association AIA-Ad (adénine). Grace i ces asscciations, on a
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@éfini 4 types de milieux qualififs de M1, M2, M3, M4 &t M5 qui
seront expliqués plus tard.

Au cours de la description de c¢es milieux, nous utiliserons les

abréviations suivantes:

Acide indolylaceticque t AIA
Kinétine 1 B
Adénine 1 Ad

2,4-Dichlorophénoxyacétique acide : 2,4-D

Tous les milieux de culture sont répartis dans des tubes cqui sont
bouchés au moyen de coton hydrophile et stdrilisés & 115 ©C pendant
20 minutes. Les souches tissulaires sont entreposées dans une salle
de culture 3 &clairémént continu &t dont la témpérature est

maintenue a 25 2 %c.
RESULTATS DES RECHERCHES

Properi&tés des souches tissulaires en relation avec la nature du

milieu netritif

La mise en culture de fragments de tige de Tabac sur cing milieux
nutritifs a conduit 3 1'obtenticn des cing scuches tissulajires 3
partir desguelles nous avons effectué, & deux reprises, des

isolements cellulaires et réaligé, ainsi des clones.
I-Souches tissulaires

A-Souches entretenue sur le milieu M1 (Souche M1)

Le milien M1 est caracterisé par des doses de 0,03 mg/l d'AIR et de
1 mg/l de K.On obtient des bourgeons de la souche M1, des le premier
mois de mise en culture. Ta plupart des bourgeons présentent une
morphologie tout & fait normale. Cette caulogenése, d*abord

intense,diminue progressivement sans, pour autant, digparaitre
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totalement. Parallélement & cette &volution, la souche M1l subit des
trasformations d'ordre structural. On aboutit au bout de 10 & 15
mois a une culture de tigsus produisant de rares bourgeons peu aptes

3 se développer (figure 1, Ml).

Clones issus de la souche

a-Clones provenant de la souche récente

Les isolements cellulaires ont &té effectués alors que la souche M1
8tait &gée de 3 mois et fortement organogéne. Des ll clones obtenus,
cing seulement ont 8t conservés et antretenus pendant plus de 2
mois. L’apparition des bourgeons a #&té trés précoce. Cette

caulogenése s'est maintenue avec le développement des clones.

b-Clones provenant de la souche Agée

La souche Ml &tait Agée de 14 mois et ne présentait plus gu'une
caulognése faible et &pisodique lorsque nous avons réalisé des
isolements cellulaires. Les clones obtenus présentaient de grandes

anologies avec ceux isolés antérieuremenet.

B~Souche entretenue sur le milieu M2 (souche M2)

Le milieu M2 renferme 2 mg/l 4'AIR et 2 mg/l de X.Sur le milieu M2,
le comportement des trongons de tige de Tabac, ainsi que celui de la
souche obtenue & partir de leur prolifération, présgente de grandes
analogies avec celui de la souche Ml. Différement, on assiste, avec
le temps, & la formation @&pisodique de pousses feullBes qui
produisent généralement des plantes trés proches de la normale
(figure 1, M2).

Clones provenant de la souche M2

a-Clones porevant de la souche récente

Les isolements cellulaires ont #té& efectués 3 mois aprés 1'obtention
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de la souche M2 qui &tait, alors, trés organogéne L'apparition des
bourgecns a &galement &t& précoce, mais la caulogenese gqui s'est

maintenue avec le temps &tait plus faible.
b=-Clones provénant dé la souche Agée

La souche M2 avait plus d'un an et ne présentait plus gqu'une
organogenése faible et @&pisodique, lorsque nous avons pratiqué les

igolements cellulaires.

Sur ces cleones aussi, la caulogenése s'est manifestée trés

rapidement et cette caulogenSse a conservé toute son ampleur avec

temps.
C=Souche entretenue sur le milieu M3 (souche M3)

Le milieu M3 contient une quantit& beauccoup plus improtante d'AIA
(lmg/1l) que de K (0,03 mg/l), est un milieu & tendance rhiszogéne.

Sur un tel milieu, les fragments de tige de Tabac ont un
comportement trés différent de celui que nous avons décrit jusqu'd
présent. Le développement du cal est lent. Ce dernier n'atteint pas

une taille importante et son repiquage conduit & la formation d'une

Figure-1 1 Aspect générale des cing souches tisssulaires

aprés un an d'entretien.

588 Erc.Univ.Fen Bil. Derg.. . 1-2 (1088)



0. BASARAN. 3. YUCEL, A. ONAY; ETUDES DES TISSUES OF WICOTIANA

souche tissulaire peu compact, d'aspect jaune sale et d croissance
lente. De nombreuses racines apparaissent sur le cal, mais la
rhizogenése  diminue  ensuite, progressivement, au cours des
repiquages succesifs, pour devenir définicvivement nulle aprés 10
moig, Cette souche a 8té cultivée pendant plus de 2 ans. Elle n'a

jamais manifest® la moindre tendance canlogéne (figure 1,M3).
Clones issus de la souche M3

Seuls les isolements cellulaires effectués 3 partir de la souche

récente on donné des clones viables. Ils ont &té réalisés 2 mois
aprés 1'cbtention de la socuche M3, alors que cette dernidre é&tait
encore jaunitre et facile 3 entretenir. Des clones isolés, cing ont
&té cultivés pendant plus de 30 mois. On retrouve les différences de
structure et de vitesse de croissance déjd observées pour les clones
antérieurs, mais elles sont ici beaucoup plus prononcées. II en est
de méme pour les manifestations organogénes. En effet, sur les cing
clones, un premier a produit épisodiquement des bourgeons, un second
a donnd parfois gquelques racines, quant aux trois autres, ils sont
restés pursment tissulaires et, tout comme la souche mére M3, 1ils

n'ont jamais donné le moindre organe.
D=Souche entretenu sur le milieu M4(Souche M4)

Le milieu M4 renferme 0,1 mg/l 4'AIA et 10 mg/l d'Ad.La souche
tissulaire de ce milieu est trés ferme et trés verte gqui @&volue, au
bout d'un an, en un type f£riable et Jjaundtre. Une intense
rhizogenése apparait 3 semaines aprés la mise an culture. Elle est
suivie, 10 jours plus tard, d'une caulogénése peu importante,
représentée par des bourgeons obtenus présentent de nombreuses

anomalies (figure 1,M4).
Clones issus de la souche M4

L'obtention des clomes s'est averée difficile de la souche M4, car

la plupart d'entre eux se sont rapidement nécros&s. On a réalisé 4
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séries d'isclements et sur les 20 clones obtenus, six ont &té
conservés. Les manifestations organogénes é&taient de faible

importance.

E-Souche entretenue sur le milieu M5 (souche M5)

Le milieu M5 renferme 0,1 mg/l de 2,4-D &t 2 mg/l 4'Ad. H'est autre
que le milieu de HALPERIN (8). Wous allons tout d'abord décrire le
comportement des c¢ultures de tissus de Tabac sur le milieu M5, puis

sur le milieu M5 privé de 2,4-D.

1-Milieu complet

Placés sur le milieu M5, des trongons de tige de Tabac donnent
des cals de faible importance de structure tres friable. Cette
souche n'a jamaisz manif&st? la meindre tendance organogéne (Figure

1,M5).

2=-Milieu sans 2,4-D

Les cals initialement induits sur M5 ont &t& transférfs sur le
milieu sans 2,4-D.I1 apparait alors, au bout d'une semaine, de
nombreuses racines qui se ramifient rapidement. La rhizogenése est

suivi d'une production de bourgeons apparement normaux.

Clones isus de la souche MS

Treize clones ont &té& obtenus & partir d'isolements cellulaires
[9] de la souche M5, alors qu'elle &tait agée de 5 semaines.
Elles &taient trés friable wis 3  vis des  antérieurs. La
suppression du 2,4-D a toutefois mis en &vidence des différences
dans les aptitudes organogénétiques, puisque 3 des 5 clones alors
dgés de 18 mois prodonisirent des bourgeons 3 mois aprés le retrait

de l'auvxine.
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PROPRIETES GEMERALES DES PLANTES ISSUES DE DIFFERENTEBS SOUCHES
TISSULAIRES ET UNICELLULAIRES

Les pousses feuilldes provenant des colenies tissulalres organcgénes
igsues de souches-mére ou de clones ont &té placées sur un milleu
nutritif ordinaire ne renférmant que des sela mindraux et toutes
celles d'emtre elles qui ont produit des racines ont &té cultivies
en serre, afin d4'&tre élevées, dans la mésure du possible, en
plantes entifres. WNous allons donc décrire les propriétés des
plantes ainai obtenues 3 partir des différentes souches tissuvlaires

M1,M2Z, M3,M4 ve m3, et des clones issus de ces derniéres.

Wous oconstaterons que suivant la nature l'age de la souche, les

plantes présenteront des diversités notables.
I-PLANTES ISSUES DE LA SCUCHE M1l
A=8cuche M1 proprement dite

Des hourgeons ont &té prélevés 3 différents 8ges de la souche M1,
fuatre  bourdgecns prélevés du eal initial de la souche M1
présentaient une morphologie normale., Aprés les avoir cultivées

jusqu'3 la floraison, on a constaté des particularités de 1a plante
normale. Nous avens fait des prélevement 3 shague 3ge des repiquages
et nous avons pu constater gque les plantes s'élcignaient
considérablement de Tabac normaux. Malgré tout, nous avons pu
obtenly des bourgeons capables de se développer, au cours dun 258me

repiquage.

B=Clones issus de la socuche M1

Nous examinerons les particularité&s des plantes obtenues, d4'abord
avec les clones provenant de la scuche récente, puis avec reux

r€sultant de la souche Agée

1 = Plantes résultant de clones provenant de la scuche récente

€rc.Univ.fen Bil. Derg., 4. 1-2 (1988] 591



D. BASARAN, 5. YUCEL, A. ONAY; DES TISSUES DE NICOTIANA

Deux séries de prélevements de bourgeons ont &té effectudes: La
Premiére alors que ces clones avaient 2 meis, la seconde alors

qu'ils en avaient huit.
a- Premiére série

Prégs de 40 plantes issues de bourgeons plus ou moins normaux, ont
été cultivées, mais aucune d'entre elles n'a pu etre élevée en

plante adulte,
b~ Deuxiéme série

Un nombre de plantes presque identique a celles de la premiére série

a 8té cultivé 3 partir de bourgeons &galement anormaux,

2 - Plantes résultantes de clones provenant de la souche igfe. Les
clones &tudiés avaient &té isolés alors que la souche ML &tait 4gde
de 14 mois. Il a &galement été& effectué deux séries de prélevements
de bourgeons, une premi&re aprés 2 mois, une deuxiéme aprés 9 mois.

a - Premiére série

Elle est représentBe par une gquarantaine de plantes, que I'sn peut

aisément classer en 3 lots.

-un premier lot de 20 plantes trés fortement anormales qui ont

rapidement cessé de croitre aprés leur mise en pot.

-un deuxiéme lot de 15 plantes trés anormales qui se sont développfes
sans toutesfois fournir de fleurs. La figure 2 représente une feuille
de forme trés aberrante chservée sur I'un de ces Tabacs.

b - Deuxiéme série

Elle comprend une vingtaine de planteg., On retrouve les memes lots

que dans la premidre série avec des proportions identigues.
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Figure-2 : Fenille trés anormale provenant d'un Tabac

au 28me 1ot

-un troisidme lot de 5 plantes plus ou moins noxmales, facile 3
cultiver et qui sont parvenues jusqu'au stade de floraison. Mais
parmis elles, trois &taient totalement stériles, les deux autres ont

fourni quelques graines sans germer.
II - PALNTES ISSUES DE LA SOUCHE M2

Tout comme pour la souche M1, des bourgeons ont &té recueillis a
différents Sges de la souche M2 et &levés en plantes &ntifres, dont
nous allons examiner les principales caractéristiques de guelques

prélevements.

Nous avons prélevé des bourgeons 3 partir des cals initlaux jusqu'av
208Me repigquage. Pendant ces &tudes, on 2 pu constater que le nombre

des bourgeons anormaux augmentaient avec le temps.

Mals parmiles bourgeons prélevés lors du 208me  repiquage, nous
sommes parvenus & obtenir ume plante entiére. Cette plante a des
particularités d'un Tabac normal. L'obtention d'uné telle plante est
un fait & signaler. Il est, en effet, intéressant de constater
qu'une souche tissulaire de Tabac, &gfe de plus de 2 ans, est encore
capable, malgré les nombreuses variations dont elle a fait preuve a

de son développement, de reproduire une plante tout i fait normale.
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B - Clones issus de la souche M2

Comme pour les clones de la socuche Ml, on a examinéd des bourgeons
des clones de 1la souche récente et &gée. On n'a pas pu réaliser des
plantes entiéres avec ceﬁx de récente, mais parmis les bourgeons
résultant de clones provenant de 1la aouche. dgée, ont pu arriver

jusqu'd la floraison et elles ne différaient pas de plantes normales.
III - PLANTES ISSUES DE LA SOUCHE M3

A - Souche M3 proprement dite

II n'a pas &té possible d'obtenir des plantes avec la souche M3.

B - Clones issus de la souche M3

Compte tenu du fait que la souche M3 n'a jamais eu des bourgeons
mais ¢u'un comportement rhizogéne, on aurait pu s'attendre 3 ce que
les colonies tissulaires d'origine unicellulaire gqu'on isolerait &
partir d'elle, montreraient les mémes tendances.

IV - PLANTES ISSUES DE LA SOUCHE M4

A - Souche M4 proprement dite

Avec la souche M4, nous retrouvons une souche 3 tandance caulogéne.
Plantes résultant de bourgeons prélevés sur le cal initial et au-de
ld. Les quatre bourgeons que nous avons prélevés sur le cal initial
ont évolué en plantes entidres.

A partir de 3&mé repiquage, les bourgecns néoformés deviennet trés
anormaux et les anomalies iront en s'accentuant avec le temps, si
bien que 1le développement de ces bourgeons s'avérera difficile et

finira par devenir impossible.

Une plante tout 3 fait normale résultera du 32M€, ainsi que du géme
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repigquage. Un bonrgeon pourra &tre cultivé lors du 11B8M€ yepifquage.

Il donnera une plante trés anormale et complétement stérile.

B - Clones issus dé la souche M4

Au sein des faibles manifestations caulogenes observées parmi les
clones issus de la souche M4. il n'a &té possible d'obtenir gq'une
seul plante entidre, car les bourgeons néoformés présentaient de

fortes anomalies.

V-PLANTES ISSUES DE LA SOUCHE M5

A = Souche M5 proprement dite

Les bourgeons ont &t& obtenus & partir de cals transférés sur un
milieu ne renfermant gque de I'adénine. Les plantes issues de ces
prélevements présentaient entre elles une grande similitude
initialement semblable aux témoins, elles prenaient avec I'Age un
port particulier, caractérisé par des feuilles plus longues, verte-

pales, et montraient une relative stérilité (figure 3).

Figure-3 i Aspect de guatre feuilles pr&levées sur une

plante issuve de la souche M5.

La souche M5, Agée de 18 mois, est transférfe sur un milieu sans

auxine, s'est avérée incapaple de produire des bourgeons.
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B - Clones issus de la souche M5

I1 a 4té impossible d'obtenir des manifestations caulogénes avec la
souche M5 ancienne, il n'en a pas &té méme avec ses clones, puisque
la suppression d'auxine a entrainé la caulogenése pour trois clones.
Les bourgeons d'un seul de c¢es clones rBcents ont pu élevés en
plantes &ntiéres et n'a-t-on obtenn que deux Tabacs. Il est
intéressant de noter <que, bien qu'issus de la méme colonie

tissulaire, ces deux Tabacs différent nettement 1'un de l'autre.

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

D'une manifre générale, les manifestations organogénes des souches
tissulaires que nous avons isolées sont d'abord intenses qui elles
s'aménuisent aprés gquélques passages. Leur é&volution est ensuite

fonction de la nature des milieux de culture employ&.

Toutes 1les observations ne peuvent s'exliquer que par une variation
des propriétés cellulaires. D'ailleurs, ces variations se
traduisent, notamment au niveau de la caulogenése, par une
production d'organes aux formes aberrantes. Ces aberrations

augmentent généralement avec 1'Sge des souches tissulaires.

Le comportement organogéne des clones que nous avons isolés 3 partir
des différentes souches tissulaires a &t& tr@s variable d'un milieu
de culture d 1l'autre. Dans certains cas, il a &t& sensiblement
voisin de celui des souches-mére, dans d'autres cas, il s'en est
£loigné considérablement. Enfin, on relevera que pour plusieurs
milieux nmutritif, notamment avec des isolements cellulaires
effectués 3 partir de souches tissulaires 4&gées, l'obtenticn de

clones s'est avérée difficile, voire impossible.

Les c¢lones issus ‘de la souche M3 meritent une attention toute
particuliére. En effet, alors que la souche M3 cultivée sur un
milieu mutritif a tendence rhizogéne n'a Jjamais produit gue de

racines un de ses clones est devenu caulogéne sur ce méme milieu.
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On en peut trouver plus nette ilustration de 1'bétérogéneité des

propriftés cellulaires présentées par les cultures de tissus.

Enfin, l'existence des clones issus des souches Md et MS nous permet
de relever dsux situations cpposées. En effet, la souche M4 a &té
fortement caulogéne et ses clones sa sont avdrés peu organcgénesg
par contre, la souche M5 a perdu ses aptitudes organogéndtiques et

plusieurs de ses clones cnt produit des bourgeons.

Finalement, ce travail nous a permis de suivre avec Fidé€lité le
devenir organcgéndtique des cultures de tissus de Tabac. Wous aveons
pu  monter que les medifications gu'elles sublsgsent sont, non
seulement fonction du temps, mais aussi fonction de la nature du
milieu nutritif sur lequel elles sont entretepues, Nous avons vu
&galement que leg plantes qui résultent des productions caulogénes
fournies par les souches tissulairas, gu'elles scieat ou  pon
A'origine unicellulaire, rafletent, dans 1'engemble, les
transformations qui affectent ces souches. Enfin, grice an
compartement particulier de certains Tabacs. nous avons acquis la
conviction gue certailnes variations des propriétdsz pellulaires

propres aux cultures de tissus doivent etre largement réversibles.
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