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OBTENÎR DES EMBRYONS IN VITRO A PARTIR DES PISTILS DE 

NICOTfAIVA TABACUM L. CV, SİİRT

M. Davut BAŞARAN

(Reçu îe Novembre 26, 1984, accept€ le Januier 7, 1984)

SESUME

Le Tabac atilise pour nos experîences est ke Nicotiana tabacum L. cv. Siirt. Le but de cet­
te rechercbe, c’est d’obtenir des embryons adventifs, in vitro, â partir des pistils de tabac de 
Siirt, dans des diff€rentes modifications de milieux de MURASHîGE et SKOOG (MS-, 1962).

Les techuiques de cultures de tissus que nous avons employees dans nos experiences sont 
celles qui sont largenıent decrites dans l’ouvrage de GAUTHERET (1959).

En conciuant, on a mis en culture des pistils de tabac de Siirt sur des nıilieux de MS, qui 
contiennent de 2 mg / L d’acide indolylacetique (AlA), de 2 mg / L de kinetin (K) et pour une 
deuxieme milieu sans hormon, contenant 3-5 antheres par tube et pres de chaque pistik Finale- 
ment, en tous les deux milieux, on a obtenu tous les stades des embryons adventifs qui enracin- 
nent des carpelles d’ovarium et des teguments.

INTRODUCTION

Mis en culture tealise â partir des cellules isolees des souches agees 
de trois ans du tronc de N. labacum L. var. “P 19” (BAŞARAN, 1974) 
dans des nıilieux qui coneernent de 2 mg / 1 d'Al A et de 2 mg / 1 de K 
nous ont donne des bourgeons tout â fait normals. Les memes concent- 
rations d’hoımones et d’autrement antheeres ont ete employe pour ob- 
tenir des embryons in vitro â partir de 2V. tabucum L. ev. Siirt.

Des embryons in vitro ont ete realises pour la premiere fois avec 
des cultures de tubercules de Carotte par REINERT (1958) et STE- 
WARD et ses coll. (1958).

En 1962, on a ete obtenue des cultures d’embryons â partir des 
grains de Cuscuta reflexa par MAHESHWARI et BALDEV, et de Den- 
drophtoe falcata par JOHRI et BAJAJ, â la meme annee. GUHA et 
MAHESHWARI (1964) ont ete realises des embryons androgeniques 
in vitro avec Datura innoxia.
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Plus tard, JOHRI et SEHGAL (1965) ont ete realise des cultures 
d’embryons â partir des ovules d'’Anethum graveolens. A la meme annee, 
MAHESHWARI et GUPTA ont ete realise des embryons in vitro avec 
des cals de troncs de Foeniculum vulgare. Aussi des embryons in vitro 
originaires d’epidermes du tronc de Ranunculus sceleratus, ont ete cons- 
tates par KONAR et NATARAJA (1965).

YAMADA et ses coU. (1967) ont ete realises des embryons in vitro 
â partir des cultures de cellules isolees des cals de Solanum melongena.

En 1970, THOMAS et STREET ont ete obtenus des cultures d’ 
embryons in vitro avec des cellules en suspension d'Atropa belladona.

En haut, on a travaille preciser l’origine des embryons in vitro sur
les differentes plantes. Maintenant nous essaierons â expliquer les subs- 
tances embryogeneses.

STEİVARD et ses coll. (1958) ont ete obtenus des embryons in 
vitro dans des cultures de Daucus, en employant du lait du coco. Les 
memes embryons in vitro de Daucus ont ete realisees par KATO et 
TAKEUCHI (1963) en utilisant d’extraits de levures. Enfin, soit HAL- 
PERIN et WETHERELL (1964) soit HALPERIN (1964, 1966) ont 
ete realise pour le premiere fois, des embryons, dans des milieux tout 
â fait synthetiques qui concernent des auxines, cytokinines et d’azote.

TZEN et LIN (1975) recemment, ont ete realises des embryons 
in vitro avec des antheres de Raphanus sativus. en utilisant 2, 4—D.

Nos recherches concernent plutot de realises des differentes etapes 
d’embryons in vitro en employant d’AIA (acide indolylacetique). K (ki- 
netine) et d’antheres de la meme plante dans le milieu de MURASC- 
HIGE et SKOOG (1962).

METHODES D’ETUDES

Nous avons mis en culture des pistils de bourgeons d’inflorescense 
(fig. 1. c) de Nicotiana tabacum L. cv. Siirt (D’une varyete de la Turquie) 
Avant de faire sortie les pistils, tous les bourgeons ont ete sterilises
dans l’hypochlorite de calcium â I pendant 30 minutes. Puis. nous%
les avons rince trois fois dans l’eau distillee sterile en 10 minutes. Fina-
lement. en coupant les bourgeons entre les papiers filtres steriles, nous 
avons pris les pistils et les avons mis en culture dans des differentes mo-
difications du milieu de MURASCHIGE et SKOOG (MS) qui sont es 
suivant:
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Fig. 1. Les stades d’un bourgeon d’inflorescence jusqu’ une fleurs de N. tabacum L. cv. 
Siirt.

MiUen MSo: C’est un milieu de MURASCHIGE et SKOOG (MS) 
qui ne concerne pas d’hormones.

AIA

K

0 mg/1

0 mg/1

Milieu MSj: Les concentrations en lAA et cn K sont equivalentes.

AIA

K

mg/ 1

2 mg/1

Milieu MS2: Ici, dans le milieu MSg contient differents nombres 
d’antheres de la meme plante.

Lorque nous avons effectue une dissection longitudinale des pis-
tils de nötre material de travail, nous avons constate qu’ils contiennent 
de 4 pieces (fig. 2).

Au milieu de chaque pistil se trouve des colonnes placentaires sur
lesquelles se trouvent des ovules (fig. 2). C’est â partir de ces ovules
que nous essaierons d’obteniı des embryons in vitro.

A
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Fig. 2. Dissection longiLudinale d’un pisti! dc A. tahac:ıııı L. es. .Sürt. 20,..

RESULTATS

Nous avons mis en culture des pistils dans des differents mılıeux

que nous venons de definir. Nous avons observe les resultats suivants:

1. Metre les pistils en culture sur le milieu MSo-

On a ete mise en culture des pistils de N. tabacum L. cv. Snrt dans 
des 60 tubes concernant du milieu MSp. Parmi ceux, 54 ont ete brunıs, 
noircis et ils finissent par dep6rir. Dans le reste, on a ete constate un pue 

20 jours ils se sont arretes de proliferer.de gonflages et en

Finalement dans le premier serie des essaies, on n’a pas pu observe 
ni des bourgeonnement et ni des embryons in vitro.

2. Metre les nistils en culture sur le Milieu MSı-

culture dans le milieu MSpÖ jours apres48 pistils ont ete mis en 
observe dans 17 tubes des proliferations sur la re-mise en culture, on a

gion des ovaires des pistils. Le vingt-cinqieme jour, la^premıere etap 
embryogenese qui est “globulaire s'etait montree (fig. 3).99

e
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Fig. 3. Stade globulaire provenant du pistil de Tabac de Siirt dans le milieu MSı(40x).

Apres quelques jours de ces stades, nous avons constate le stade 
coeur” (fig. 4), “tropiUe” (fig. 5) et finalement “cotyledonnaire” (fig. 6).

Fig. 4. Stade coeur provenant du pistil de N. tabacum L. cv. Siirt proliferant dans le milieu MSı 
(50x).

Les differentes etapes des embryons ont ete parues â la fois sur le 
meme pistil (fig. 2, 7-4, b, e). Cette figüre 7 montre que les ovules des
pistils ne proliferent pas en meme temps. Parce que les hormones stiI.
mulantes n’arrivent pas en meme tomps dans chaque ovule. C’est pour 
ça, comme on le voit dans la figüre 8, les ovules qui sont pres de le mi-
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lieu MSj ne proliferent pas (fig. 8a). Mais 
des milieu MS^ proliferent bien (fig. 8b).

ceux qui sont loin de contact

7^
•

t
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t

Aüs.

Fig. 5. Stade torpille provenant du pistil N. tabacum L. cv. Sürt dans ie milieu MSj(40x).

Fig. 6. Stade cotylödonaaire realist â partir des pistils du Tabac de Siirt (3x).
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Fig. 7. Montre ditferentes etapes des embryons in vitro realises â partir des pistils de N. tabacum 
L. cv. Siirt (2x). a) Stade globulaire b) Stade coeur c) Stade torpille

Fîg. 8. Les ovuîes du Tabac de Siirt proches du milieu MSıUe proliferent pas (a), 
mais ceux qui sont loiu (b) du milieu MS; proliferent bien (I5x).



•58- M. DAVUT başaran

Les dissections histologique qui ont ete effectues dans des pistils 
proliferant sur le milieu MSj, nous ont montre les origines des embryons
in vitro (fig. 9a, b). Gömme on le voit sur la fig. 9a, l’embryon (e) vient
â l’exterieur des ovules (t), d’endroit des integutuents (fig. 9b).

e t

î« 1

Fig. 9. Montre les origines des embryons in vitro obtenus â partir des ovules du pistil de N. taba­
cum L. cv. Siirt dans le milieu MSj(15x).

a) Obtention des embryons (e) â partir des ovules (t), 
b) Realise des embryons â partir des int6guments des ovules (b).

''M

'O,/

3. Metre les pistils en culture dans le Milieu MS2.

Les pistils sterihment sorties des bourgeons inflorescences ont ete 
mises en culture dans des milieus MSg contenant â partir d’un anthere 
jusqu'huit. Les pistils qui ont ete mise en culture avec 1 et 8 antheres 
par tube et par pistil, n’ont pas donne d’embryons. Ceux qui en conte­
naient 2 et 7, ont donne seulement le stade globulaire.

90 pistils qui ont ete mise en culture egalenet avec 3, 4 et 5 anthe-
res, ont montre les 4 stades embryonaires du Milieu MSj. Ceux qui ont 
ete mise en culture avec 6 antheres par tube et par pistil, n’ont donne 
que les stades globulaires et coeurs.

Resumant, les stades des embryons in vitro ont ete obtenus uni-
qument dans le Milieu MS^ dans lequel se trouve 2 mg /1 d’AIA et
2 /1 de K ce qui sont equivalent vis â vis d’hormones au milieu MSj
qui contenaient 3,4 et 5 antheres par tube.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Jusqu'aujourd'hui, les recherches realises, in vitro, sur les emb- 
yons adventifs, ont montre que l’origine et la materielle chimique embr- 
yogene changeaient d’une plante â autre. Les embryons adventif ont 
ete realises pour la premiere fois par REINERT (1958) des cellules
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somatiques de Daucus, par STEWARD et ses coll. (1958) des cellules
suspensions de Daucus, par GUHA et MAHESWARI (1964) des anthe- 
res de Datura innoxia, par JOHRI et SEHGAL (1965) des ovariums d’ 
Anethum graveolens, par MAHESHWARI et GUPTA (1965) des cals
du tronc de Fceniculum vulgare, par KONAR et NATARAJA (1965)
d’epiderma du tronc de Hanunculus sceleratus, par YAMADA et ses coU.
(1967) des tronc de Solunum melongena, par NIIZEKI et DONO (1968)
des antheres d’Orysa sutiva, par NORREEL et NITSCH (1968) des or­
ganes vegetatifs de Daucus, par THOMAS et STREET (1970) des trones
d'’Atropa belladona, par PELLETIER et ses
d'’Asparagus officinalis, par

coll. (1972) des antheres
RAQUIN et PILET (1972) des entheres

de Petunia, par MOURAS (1972) â partir des cellules isolees et culti- 
vees in vitro de Daucus.

CHAMPAGNAT et ses coll. (1969) ont montre que les embryons
adventifs nat|Urels enracinaient, chez les Ficaria ranunculoides, Saxif- 
raga granulata, Dentaria bulbifera, Bryophyllum tubiflorum, Asplenium 
bulbiferum, Allium oleraceum et Alliaria officinalis, â partir des organes 
vegetatifs; chez les Lilium et Plantago lanceolata, des synergides; et chez 
VUlmus, des antipodes.

Les explications donnees ci-dessus sur Toriğine des embryons ad­
ventifs sont assez suffisantes, sauf celles de JOHRI et SEHGAL (1965). 
Parce que d'apres JOHRI et SEHGAL (1965) Toriğine d'embryon ad- 
ventif, in vitro, d’Anethum graveolens est ovarium. Mais on sait bien que 
dans l’ovarium, il ya pîusieurs regions. II faut done preciser le point ex- 
act de Toriğine.

C’est pour cela, nous avons realise des reeherehes, â partir des ova­
riums du tabac de Siirt, cultinecs in vitro dans des milieux de MURAS- 
HIGE et SROOG (1962), en faisant des coupes histologiques, sur ceux 
qui avaient dejâ dosıne des differentes stades d’embryons advantifs. 
Nous avons constate que Toriğine de ceux sujets sont des carpelles d’ 
ovarium et des teguments d’ovulum,

Quant aux materielles chimiques embryogenes, STEWARD et 
ses coll. (1958) insistent sur le lait de coco. Mais soit HALPERIN et 
WETHERELL (1964), soit HALPERIN (1964) trouvent que le mate- 
riel embryogene sont ceux de 2,4-D, auxines, cytokinines, NH4 et NO3. 
Meme HAMPERIN (1966) et REINERT (1967) ont constate que le 
lait de coco n'etait pas un materiel embyogene. VAGERA et ses coll. 
(1979) insistent que le materiel embryogene est Fe EDTA. Parce qu’ils 
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cnt realise des embryons adventifs avec Fe EDTA â partir des antheres 
de tabac de Samsun.

En profitant toutes ces experiences, nous avons employe un me- 
lange de 2 mg / L d'AIA et de 2 mg / L de K dans des milieux de MU-
RASHIGE et SKOOG (1962), avec îe tabac de Siirt et finaleiEent nous
avons obtenu tous les stades des embryons adventifs.

Aussi, CHAMPAGNAT et ses coll. (1969) ont decotıvtrt que les
organcs urogenitaux contenaient jusqu’aux trente fois de plus d’auxi-
nes
en

que les organes vegetatifs. En partant de ces idees, nous avcns mis 
culture les pistils avec differents nombres d’antheres et constate

que les pistils donnaient tous les stades d’embryons adventifs avec
seulement 3, 4 et 5 antheres. C’est done prouve que 3, 4 et 5 antheres 
contiennent â peu pres, 2 mg / L d’AIA. Autrement dit ces antheres 
sont suffisants pour l’embryogenese dans des milieux de MS sans auxi- 
ne syntbetique.
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ÖZET

Denemelerimizde Nicotiana tabacum 1. cv. Siirt tütünü kullamimıştır. Bu araştırmada, 
MURASHIGE ve SKOOG (MS) (1962) ortamının değişik mofidikasyonlarında, Siirt tütünü pis- 
tillerinden itibaren, in vitro olarak, embriyo elde etme işlemi amaçlanmaktadır.

Denemelerimizde kullandığımız doku kültürü teknikleri GAlTTHERET’nin (1959) ese­
rinde geniş olarak anlatılmıştır.

Sonuç oîarak, Siirt tütünü pistilleri, litrede 2 mg indolil asetik asit (AlA) ve 2 mg kinetin 
(K.) içeren ve hormonsuz fakat pistil yakuunda ve her tüpte 3-5 anter içeren MS solüsyonların­
da kültüre alındılar. Neticede, her iki ortamda da, integumentlerden ve oraryum karpellerinden 
köken alan adventif embriyoların bütün evreleri elde edildi.


