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RESUME

Le Fraké est une essence forestiére trés exploitée en Cote d’Ivoire pour la qualité de son bois. La culture
a grande échelle de I’espece est nécessaire pour étendre les populations exploitables. Pour disposer de matériels
de plantation a profusion, la micropropagation offre une opportunité de produire des populations clonales de
I’espéce. L’objectif de cette étude a été de déterminer les conditions de régénération in vitro du Fraké a partir de
graines pour maintenir une certaine diversité. Des traitements de désinfection et de mise en culture de graines de
fraké dans des milieux appropriés ont été alors testés. Les résultats ont montré que les graines désinfectées a
I’hypochlorite de calcium (3%), puis imbibées dans 1’eau distillée stérile pendant 48 H et mises en culture dans
un milieu contenant 10 M de GA3 avaient un bon pourcentage (68%), un délai réduit (7 jours) et une courte
durée (15 jours) de germination. Les résultats ont aussi révélé que les meilleurs pourcentages, nombres moyens
et délais de bourgeonnement (respectivement 67 a 70%, 6,11 bourgeons/explant et 28 jours) ont été obtenus avec
les apex cultivés sur milieu contenant 1 mg/L. de BAP. Les résultats ainsi obtenus sont encourageants et
pourraient étre améliorés.
© 2025 International Formulae Group. All rights reserved.
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Microbouturation trials of Fraké (Terminalia superba Englers and Diels) from
seeds of Cote d'Ivoire

ABSTRACT

Fraké is a forest species that is widely exploited in Cote d'Ivoire for the quality of its wood. Large-scale
cultivation of the species is necessary to expand exploitable populations. To have an abundance of planting
material, micropropagation offers an opportunity to produce clonal populations of the species. The objective of
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this study was to determine the conditions for in-vitro regeneration of Fraké from seeds to maintain a certain
diversity. Disinfection treatments and cultivation of fraké seeds in appropriate environments have been tested.
The results showed that seeds disinfected with calcium hypochlorite (3%), then soaked in sterile distilled water
for 48 H and cultured in a medium containing 110-3 M GA3 had a good percentage (68%), a reduced time (7
days) and a short germination time (15 days). The results also revealed that the best percentages, average numbers
and budding times (67 to 70%, 6.11 buds/explant and 28 days, respectively) were obtained with apexes grown
on medium containing 1 mg/L BAP. The results obtained are encouraging and could be improved.

© 2025 International Formulae Group. All rights reserved.
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INTRODUCTION

La Céte d’Ivoire est confrontée a une
déforestation massive et intensive depuis les
années soixante. Ainsi, la forét dense humide
est passée de 15 millions d’hectares en 1956, a
9 millions en 1965 puis a 3 millions en 1991.
Cela avait fait de la Cote d'lvoire, il y a
quelques décennies, le pays ayant le taux de
déforestation le plus élevé  d'Afrique
subsaharienne, avec une perte estimée a plus de
200 000 ha par an (Achard et al., 2002 ; Hansen
et al., 2013) et un taux de déforestation annuel
avoisinant 1% (Tutu et Akol, 2009 ; Ruf et al.,
2015). Cette situation dramatique a été causée
par plusieurs facteurs, a savoir 1’agriculture
extensive, l’abattage abusif des ressources
bioénergétiques, la  surexploitation et
I’utilisation inadéquate des sols, I’urbanisation
grandissante et les infiltrations clandestines
dans les foréts classées (Assale et al,
2016). Face aux menaces écologiques qui en
découlent, au besoin de régénération du
patrimoine forestier ivoirien et aussi a la
nécessité de protéger les espéces ligneuses des
foréts naturelles tout en permettant a 1’industrie
du bois de fonctionner, le reboisement et
I’agroforesterie sont reconnus comme des
solutions indéniables a promouvoir et a
pérenniser (Eaux et Foréts, 2018). Le choix
d’espeéces ligneuses a croissance rapide et
sollicitées par 1’industrie du bois a été indiqué
dans la mise en ceuvre des politiques de
reboisement.

En Afrique de 1’Ouest, certaines
espéces du genre Terminalia (Terminalia
superba  Englers et Diels;
ivoirensis Chev.) sont utilisées, de maniére
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réguliére, en exploitation forestiere par les
industries du bois et aussi comme ressources
énergétiques et médicinales par les populations
rurales (Chevalier, 2018). Pour assurer la
conservation de ces espéces, plusieurs actions
de reboisements ont été entreprises afin de
renforcer les écosystémes forestiers ivoiriens
(Kouadio et al., 2021). Cependant, il existe
toujours un déficit de vergers due en grande
partiec a [linsuffisance de matériels de
plantation (Noufé et al, 2011). Chez T.
superba, en particulier, le matériel de
plantation peut étre produit naturellement a
partir de la germination des graines ou par voie
végétative a partir du bouturage et de la taille
qui permet d’obtenir des rejets de souches.
Toutefois, ces méthodes sont lentes et ne
permettent pas d’obtenir un grand nombre de
plants de qualité sanitaire satisfaisante. En
effet, méme si le taux de germination naturelle
des graines de 7. superba peut atteindre jusqu’a
80-90% (Asomaning et al., 2011), la durée
nécessaire a la levée de dormance est
relativement longue et leur viabilité diminue
fortement au fil du temps (Noufé et al., 2011).
De méme le bouturage et 1’obtention de rejets
par taille exigent ’utilisation d'arbres matures.
Ainsi, avec ces approches, la production a
grande échelle de I’espece semble limitée.
Pour améliorer la productivité de T.
superba, la  biotechnologie offre
opportunit¢ de produire rapidement
massivement des clones de qualités sanitaires,
lorsqu’elle est maitrisée. Cette technique est
reconnue depuis longtemps comme un moyen
de production efficace et rentable chez le
caféier (Etienne et al., 2012). Dans les pays en
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développement, elle a trés peu été appliquée
aux essences forestiéres (Louppe et al., 2008),
comparativement aux cultures de rente telles
que le palmier a huile, I’hévéa, le café, le cacao
et d’autres cultures telles que la banane
plantain (Dea et al., 2000 ; Koné et al., 2016).
La micropropagation est une technique trés
rigoureuse qui nécessite la mise en place de
protocole souvent spécifique a 1’espéce ou au
type d’organe utilisé. L’objectif de cette étude
a ¢été de déterminer les conditions de
micropropagation du Fraké a partir des graines.

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal

Le matériel végétal a été constitué¢ de
graines de Terminalia Superba issus de fruits
séchés, fournis par le Centre de semences
forestiecre de la SODEFOR (Société de
développement des foréts) a Adzopé. Ils ont été
récoltés au cours de la campagne de novembre
a décembre 2022 sur des semenciers (arbres
sélectionnés pour leur bon état sanitaire et la
qualité de leur fruit) en forét naturelle au sud de
la Cote d’Ivoire. Les fruits récoltés ont été
conservés dans une chambre froide dont la
température oscillait entre 5 et 10°C. Les fruits
en conservation depuis six mois ont été fournis
au Laboratoire de Biologie et Amélioration des
Productions Végétales pour les essais de
multiplication.

Méthodes
Sélection du matériel végétal mis en culture
Les fruits ont été préalablement lavés a
I’eau distillée, puis trempés dans de 1’eau
savonneuse pendant 10 minutes et rincés
abondamment a I’eau de robinet. Les fruits ont
été débarrassés de leurs coques pour libérer les
graines. Pour tester leur viabilité avant culture,
les graines non dénudées ont d’abords été tri¢es
manuellement. Les graines apparemment de
bonne qualit¢ ont été immergées dans un
récipient d’eau distillée stérile. Celles qui
étaient projetées au fond du récipient ont été
considérées comme saines et viables, tandis
que celles qui flottaient ont été considérées
comme immatures ou endommagées. Les
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graines apparemment saines et viables ont été
dénudées, et celles perforées ou attaquées ont
été retirées (Figure 1).

Etude de UDeffet de la concentration
d’hypochlorite de calcium, de la durée
d’imbibition et de la GA3 sur la

contamination et la germination des graines
de Fraké

Trois lots de graines sélectionnées ont
été constitués. Les graines du lot témoins (0 H)
n’ont pas été imbibées. Les graines du second
lot ont été imbibées pendant 24 H, et celles du
troisiéme lot pendant 48 H dans I’eau distillée
stérile. Tous les lots de graines ont subi des
tests de désinfection avec des solutions
d’hypochlorite de calcium (8° & 2,7% de chlore
actif) a différentes concentrations (2 ou 3% ;
v/v) pendant 5 minutes. Aprés désinfection, les
graines ont ét¢ abondamment rincées avec de
I’eau distillée stérile, pendant 15 minutes. Elles
ont ensuite été mises en culture sur milieu MS
(Murashig et Skoog, 1962) supplémenté de 30
g de saccharose et de 0,1 mg/L de Myo-
inositol. Plusieurs milieux d’initiation ont été
préparés et la différence de constitution est
résumé dans le Tableau 1. Le pH des milieux a
été ajusté a 5,7 a I’aide d’un pH-métre et de
solutions de NaOH et HCl a 1 N. Du phytagel
(3g/L) y a été ajouté pour solidifier les milieux.
Les milieux ont été stérilisés a 1’autoclave a
121°C pendant 20 minutes a une pression de 1
bar.
Etude de Deffet de la concentration en
cytokinines des milieux sur la production des
bourgeons de T. superba

Les plantules de 45 jours, développées
sur le milieu d’initiation, ont été utilisées pour
cette phase de multiplication. Le milieu de
multiplication a été composé des mémes
constituants que celui de [Dinitiation des
cultures, a la différence qu’il n’y a pas été
ajout¢ de la GA3. Trois cytokinines a
différentes concentrations ont été testés dans
cette étude afin d’évaluer I’effet de ces deux
facteurs sur la prolifération de bourgeons de
Fraké. Ainsi, la 6-Benzylaminopurine (BAP),
la Kinétine (Kin) et le Thidiazuron (TDZ) ont
été testésa0;0,1;05;1;2;3et4mg/L. La
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partie apicale des vitroplants au stade deux
feuilles obtenus a été soigneusement coupée et
utilisée comme explant. Ces explants ont été
immédiatement ensemencés sur les différents
milieux préparés.

Conditions de culture et paramétres évalués

Aprés ensemencement, tous les bocaux
ont été refermés et scellés a I'aide de film
étirable puis étiquetés. Ils ont par la suite été
conditionnés dans une chambre de culture dont
la photopériode a été¢ de 14 H /10 (Jour/nuit),
sous une température de 25°C et une luminosité
fournie par des lampes blanches (100
pEm2sh).

L’humidité relative de la chambre
oscillait entre 70 et 80%. Les différentes
évaluations ont été faites sur une période de 45
jours. Les paramétres évalués ont été: le

pourcentage de contamination, la capacité de
germination, le délai de germination, le
pourcentage de bourgeonnement, le nombre de
bourgeons produits et le délai de
bourgeonnement.
Analyses statistiques

Les tests statistiques ont été réalisés a
I’aide du logiciel STATISTICA version 7.1.
Les données ont d’abord été¢ soumises a une
analyse multivariee (MANOVA). Lorsque
cette derniere révele un effet significatif pour
un facteur ou une interaction, des analyses de
variances (ANOVA) a travers le model linéaire
Généralisé, a un, deux ou trois facteurs de
classification ont été effectuées. Lorsqu’une
différence a été observée, le test des rangs
multiples de Newman keuls au seuil de 5% a
été réalisé pour séparer les moyennes.

Fruits secs

Test de viabilité

Graines triées

Figure 1 : Méthode de sélection des graines.

Tableau 1 : Traitements utilisés pour 1’étude de la concentration d’hypochlorite de calcium, de la
durée d’imbibition et de la GA3 au cours de la phase d’initiation.

Durée d’imbibition

Concentration Ca(Cl0O)2

Milieu de culture

oH ((}}1133010-3

24H 2% GAC?AOS 107
S o
oH Gﬁ& 10%
24H 3% G[g’:s 107
48 H Gﬁz& 10°

Ca(Cl0)2 : hypochlorite de calcium ; GA3 : I’acide gibbérellique a 10° M
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RESULTATS
Paramétres de contamination et de
germination

Le Tableau 2 de I’analyse de variance
des paramétres de contamination et de
germination évalués a permis de mettre
I’accent sur les significativités (au seuil de 5%)
des facteurs pour chaque paramétre. Ainsi,
pour le pourcentage de contamination, la triple
interaction a été significative. L’effet observé
par la triple interaction vient plus de la
concentration en hypochlorite. Pour ce qui
concerne le pourcentage de germination, une
double interaction a été notée entre la
concentration en hypochlorite de calcium et la
durée d’imbibition et entre 1’hypochlorite de
calcium et la composition du milieu de
germination en GA3. En plus de ces doubles
interactions, tous les effets principaux ont été
significatifs. La double interaction entre la
durée d’imbibition et le milieu de culture a
significativement influencé les paramétres
délai et durée de germination (Tableau 2).

Effet combiné de la concentration
d’hypochlorite de calcium, la durée
d’imbibition et de la présence de GA3 dans
les milieux d’initiation

Le pourcentage de contamination a été
influencé par la triple interaction (Figure 2).
Cependant cette différence n’a pas été tres
significative. Les faibles pourcentages de
contamination ont ¢été obtenus avec
I’hypochlorite de calcium (Ca(ClO)2) a 3% et
les valeurs les plus élevées de contamination
ont été observées avec les graines imbibées 24
heures puis désinfectées avec 2% de Ca(ClO)2
et incubées sur milieu enrichi de 10> M de
GA3.

Effet combiné de la concentration
d’hypochlorite de calcium et de la durée
d’imbibition sur la capacité de germination
des graines de Fraké

Le pourcentage de germination est
significativement influencé par la combinaison
des effets concentration de 1’hypochlorite de
calcium et de la durée d’imbibition dans de
I’eau (Figure 3). Les graines imbibées 24 et 48
H, puis désinfectées avec 3% d’hypochlorite de

calcium ont présent¢ les  meilleurs
pourcentages de germination (> 60%).
Cependant, les graines n’ayant pas ¢été
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imbibées ont présenté les plus faibles

pourcentages de germinations (< 20%).

Effet combinée de 1la concentration
d’hypochlorite de calcium et de la présence
de GA3 dans les milieux d’initiation sur la
capacité de germination des graines de
Fraké

La double interaction concentration
d’hypochlorite de calcium x présence de GA3
des milieux de culture a significativement
influencé la capacité germinative des graines
de T. superba (Figure 4). Les graines
désinfectées avec 3% d’hypochlorite de
calcium et mis en culture sur milieu enrichi de
10* M de GA3 ont présenté les meilleurs
pourcentages de germination (60%).

Effet combinée de la durée d’imbibition et
de la présence de GA3 dans les milieux
d’initiation sur le délai de germination des
graines de Fraké

Le délai de germination a été
significativement influencé par la combinaison
des effets durée d’imbibition et la présence de
GA3 dans le milieu de culture (Figure 5).
Ainsi, les graines non imbibées ont présenté un
délai de germination plus long (plus de 25 jours
aprés semis). Cependant, celles qui ont été
imbibées 24 et 48 H dans de I’eau ont germées
plus vites.

Effet combinée de la durée d’imbibition et
de la présence de GA3 dans les milieux
d’initiation sur la durée de germination des
graines de Fraké

La Figure 6 présente l’influence de
I’interaction entre la durée d’imbibition et la
présence de GA3 des milieux de culture sur la
durée de germination. En effet, les graines qui
n’ont pas été¢ imbibées ont mis plus de temps
pour assurer leur germination. Ainsi, les lots de
ces graines ont mis 30 a 36 jours pour réaliser
leur germination sur milieu de culture. Les
graines imbibées 24 H mettent moins de temps
(15 jours) a germer par rapport a celles
imbibées 48 H (entre 15 et 23 jours).

Effets de la concentration des cytokinines
sur le bourgeonnement de 7. superba

Le Tableau 3 présente [I’influence
combinée de la concentration de différentes
cytokinines sur les  paramétres de
bourgeonnement de Fraké.
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Il ressort de ces résultats que le
pourcentage de bourgeonnement des fragments
d’apex mis en culture variait significativement
en fonction de la composition du milieu de
culture en cytokinines. Le milieu contenant la
BAP aux concentrations de 0,5 a 2 mg/L ont
induit des pourcentages de bourgeonnement
plus élevés (entre 60 et 70%). Cependant, les
milieux sans cytokinines n’ont pas produit de
bourgeons.

Les délais ou temps minimum de
bourgeonnement ont été les plus faibles (de 25
a 29 jours) lorsque les milieux sont enrichis de
BAP et de KIN aux concentrations 0,1 a 0,5
mg/L. ces délais ont été les plus longs sur les

milieux contenant de la BAP a 2, 3 et 4 mg/L
et de la KIN a 1 et 2 mg/L (valeurs oscillantes
entre 34 et 37 jours).

Le nombre de bourgeons variait
également selon la nature et la concentration en
cytokinines. Le milieu contenant de la BAP a 1
mg/L a produit le plus de bourgeons (6,11
bourgeons/explant). Aussi, pour chaque
cytokinine, il y a eu une concentration
maximale de production de bourgeons. Dans
cette étude, la TDZ a produit plus de bourgeons
a 0,5 mg/L (3,13 bourgeons). Quant a la KIN,
elle a produit plus de bourgeons (3,76) a 1
mg/L.

Tableau 2 : Niveaux de probabilité¢ de I’analyse multiple de la variance (MANOVA) des paramétres

de contamination et de germination.

Parameétres évalués

Pourcentage de Capacité de Délai de Durée de
Facteurs .. .. . L. ..
contamination Germination germination  germination
Concentration Ca(ClO)2 (1) < 0,001 < 0,001 0,225260 0,952887
Durée d’imbibition (2) 0,222290 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Milieu de culture (3) 0,149995 < 0,001 < 0,001 0,218368
Double Interaction (1) x (2) 0,680126 < 0,001 0,864356 0,301041
Double Interaction (1) x (3) 0,333190 <0,001 0,615284 0,516677
Double Interaction (2) x (3) 0,078782 0,748404 0,022822 < 0,001
Triple Interaction (1)x(2)x(3) 0,030400 0,359172 0,864356 0,433710
35% ~
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I I I c
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<
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Figure 2 : Influence de la triple interaction concentration d’hypochlorite de calcium, durée

d’imbibition et milieu de culture sur la désinfection des graines de 7. superba.
Les histogrammes portant de la méme lettre sont statistiquement identiques au seuil de 5% ; Test posthoc de Newman-Keuls
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Figure 3 : Influence de la double interaction concentration d’hypochlorite de calcium et de la durée
d’imbibition sur la capacité germinative des graines de 7. superba.
Les histogrammes portant la méme lettre sont statistiquement identiques au seuil de 5% ; Test posthoc de Newman-Keuls
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Figure 4 : Influence de la double interaction concentration d’hypochlorite de calcium et le milieu de
culture sur la capacité germinative des graines de 7. superba.
Les histogrammes portant la méme lettre sont statistiquement identiques au seuil de 5% ; Test posthoc de Newman-Keuls
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Figure 5 : Influence de la double interaction durée d’imbibition et de la présence de GA3 dans le

milieu de culture sur le délai de germination des graines de 7. superba.
Les histogrammes portant la méme lettre sont statistiquement identiques au seuil de 5% ; Test posthoc de Newman-Keuls
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Figure 6 : Influence de la double interaction durée d’imbibition et la présence de GA3 dans le

milieu de culture sur la durée de germination des graines de 7. superba.
Les histogrammes portant la méme lettre sont statistiquement identiques au seuil de 5% ; Test posthoc de Newman-Keuls
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Tableau 3 : Influence de la concentration de différentes cytokinines sur les paramétres de

bourgeonnement de Fraké.

Nature Concentration  Pourcentage de Délai de Nombre de
Cytokinines (mg/L) bourgeonnement bourgeonnement bourgeons produits
(%) (jours)
Co=0 0,62 + 0,0032 0,00+ 0,00 0,03 £ 0,0007 ™
Cl=0,1 30,80 £ 0,4276 " 31,09 £0,3115 e 1,73+£0,2481 4
C2=0,5 60,33 +0,9984 ° 30,54 +0,2167 &f 3,13+£0,2737 4
TDZ =1 34,87 + 0,4008 ¢ 32,33 £0,311] cd 1,63+£0,1884"
C4=2 24,83+ 0,2960 33,07 £0,3304 b¢ 2,10 + 0,0468 "k
C5=3 31,00 +£ 0,3086 " 32,07 £0,3157 2,23 +£0,0182 fehii
C6=4 29,93 +0,2482 " 32,17 £0,1868 <t 0,32 +0,0502 ™
Co=0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 i 0,02 £ 0,0004 ™
Cl1=0,1 55,27 +0,3003 ¢ 25,73 £0,2667 2,83 £0,04745 %
C2=0,5 70,00 + 0,6399 2 28,00 + 0,4364 ¢ 5,30£0,1195°
BAP C3=1 67,33 +1,1859 b 30,73 + 0,686' % 6,11+0,1157 2
C4=2 59,87 £ 0,6960 ° 36,33 +£0,5225 2 2,63 £0,0779 '
C5=3 44,47+ 10,7676 * 36,73 £0,3157 2 2,65 £ 0,0542 ©fe
C6=4 36,20 +0,5707 & 36,33 +0,6068 * 1,81 £ 0,0486 ik
Co=0 0,02 + 0,00 0,01 + 0,0005 0,00 £ 0,00 ™
Cl1=0,1 30,20 +0,6561 " 29,93 +0,5021 < 2,38 £0,1448 e
C2=0,5 36,40 +£0,7419 ¢ 28,80+ 0,6187 f& 3,21 £0,0796 ¢
KIN =1 49,87 +1,2026 © 35,67 £0,7281 ° 3,76 + 0,0826 ¢
C4=2 50,80 £0,9817 ¢ 34,80 £0,9217 1,79 £ 0,0968 ik
C5=3 36,40 = 0,6676 ¢ 33,27 £0,9974 b 2,22+0,1163 fehi
C6=4 30,87 = 1,154e ™ 32,00 £ 1,0997 cde 3,25+0,1257 4
Pcyto. < 0,001 0,243470 < 0,001
Pcone. <0,001 <0,001 < 0,001
Pinter.x Cy/Con < 0,001 <0,001 <0,001

TDZ : Thidiazuron ; BAP : 6-Benzylaminopurine ; KIN : Kinetine ; Pcyok: Effet principal nature cytokinine ; Peo.: Effet
principal Concentration ; Pjuerx cy/con - effet interaction Nature cytokinine par Concentration en cytokinine : les moyennes +
erreur type suivis de la méme lettre sont statistiquement identique au seuil de 5% ; Co = 0 mg/L ; C1 = 0,1 mg/L ; C2=0,5
mg/L;C3=1mg/L;C4=2mg/L;C5=3mg/L;C6=4mg/L.

DISCUSSION

du

matériel

végétal.

En effet, les

Le succes de la propagation végétative
des plantes in vitro dépend en grande partie de
la réussite de la désinfection du matériel
végétal utilisé pendant les différentes étapes.
Elle permet de prévenir ou d’éviter la
contamination microbienne et la détérioration
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microorganismes, notamment les bactéries et
les champignons, ainsi que certains acariens
qui en sont vecteurs, peuvent étre associés aux
explants utilisés pour la régénération in vitro
des végétaux (Omamor et al., 2007). Afin
d’éviter ou de minimiser les risques de



P. TRAORE et al. / Int. J. Biol. Chem. Sci. 19(6): 2373-2387, 2025

contamination microbienne des organes,
I’utilisation adéquate de bonnes techniques de
désinfection est un préalable dans tout
processus de régénération in vitro des
végétaux. Elle devrait permettre I’élimination
des risques de contamination microbienne
(Naveena et Joy, 2016).

Dans cette étude, la désinfection des
graines de 7. superba a 1’hypochlorite de
calcium (Ca(ClO),) a 3% pendant 5 min, a
considérablement réduit la contamination
microbienne. Un résultat similaire a été
rapporté par Muluken et Tileye (2018) chez les
graines de Echinops kebericho Mesfin
(Asteraceae) en utilisant du Ca(ClO); a 5%
pour une durée de désinfection de 4 min. Cela
suggere que I’efficacité d’un protocole de
désinfection dépendrait en partie de I’espéce a
assainir. Selon certains auteurs, les techniques
de désinfection des matériels végétaux utilisés
en culture in vitro peuvent varier selon la
nature et 1’association des désinfectants, ainsi
que leur concentration et la durée d’application
(Soumahoro et al., 2014). En effet, les
substances désinfectantes utilisées doivent
avoir un double intérét: d’une part éviter
I’infection due a la propagation des bactéries et
des champignons ; et d’autre part permettre
d’éviter un traumatisme des tissus di au
désinfectant, qui pourrait conduire a leur
nécrose et a la mort des tissus (Bouderrah,
1988). 11 est donc conseillé d’éviter des
produits agressifs ou des concentrations et des
durées d’exposition qui pourraient altérer les
organes utilisés (Abbasi et al., 2016 ; Dao et al.,
2025).

Suite a la désinfection des graines ;
I’imbibition des graines de 7. superba dans
I’eau pendant 48 H a favorisé la germination
par rapport a une imbibition des graines
pendant 24 H. L’entrée de I’eau dans la graine
lors de D’imbibition, constitue la premiére
phase du processus de germination des graines
chez les angiospermes. En effet, 1’eau est
nécessaire pour hydrater les tissus et favoriser
la croissance des organes (Gimeno, 2009). La
durée d’imbibition est un facteur essentiel et
tout aussi délicat du processus de germination.
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Selon certains auteurs, dans le processus de
germination, une quantité minimum d’eau est
exigée par la graine, mais un excés d’eau dans
le milieu peut toutefois provoquer son asphyxie
(Ren et al., 2018 ; Kumar Patel et al., 2019). La
durée d’imbibition doit donc étre juste
suffisante. Pour des graines a téguments dures
comme celles de 7. superba, la perméabilité a
I’eau des enveloppes de la graine peut exiger
des durées d’imbibition relativement longues.
Les résultats obtenus dans la présente étude
suggeérent que I’imbibition des graines de 7.
superba pendant 24 H n’aurait pas favorisé une
disponibilité en eau suffisante pour une bonne
partiec  d’entre-clles,  contrairement  a
I’imbibition pendant 48 H.

Par ailleurs, selon Vogt et Palma
(1991), T’utilisation d’agents désinfectants
avant I’imbibition des graines peut influencer
les phases préliminaires de 1’imbibition. Ces
auteurs ont montré en effet que dés la phase de
désinfection, les agents désinfectants peuvent
détruire les enveloppes protectrices des graines
permettant leur accés a ’eau sur toute leur
surface et facilitant ainsi la phase d’imbibition.
Ceci pourrait expliquer pourquoi, pour une
méme durée d’imbibition, les graines
désinfectées avec le Ca(ClO), 3% (plus
concentré) ont une meilleure capacité de
germination que celles désinfectées avec le
chlorure de calcium 2 % (moins concentré).
Ainsi, I’utilisation du Ca(ClO), 3% pour la
désinfection suivie d’une imbibition de 48 H a
induit une capacité de germination plus grande.

La culture des graines sur milieu MS
vitaminé suppléé de GA3 a augmenté
significativement la capacité germinative ainsi
que le taux de germination des graines de T.
superba, qui étaient déja considérables sur un
milieu contenant uniquement du MS vitaminé.
Le GA3 potentialiserait donc 1’activité du MS
vitaminé. Son action est encore plus grande
quand les graines sont préalablement imbibées
dans I’eau pendant 48 H. Il a été démontré que
l'acide gibbérellique (GA3) induit la synthése
de I'a-amylase, responsable de la régulation des
réserves d'amidon présentes dans la graine lors
de la germination (Ochoa et al., 2015). 11 est
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largement utilis€ comme promoteur ou
inducteur de la germination chez plusieurs
espéces de plantes (Tigabu et Odén, 2001).
Ainsi, les effets de 48 H d’imbibition, qui ont
favorisé essentiellement une entrée d’eau
suffisante dans la graine, combinés a ceux du
GA3 ont permis de créer de meilleures
conditions de levée de dormance des graines de
T. superba et donc une amélioration de la
germination mise en évidence par des
pourcentages plus élevés. Ces conditions ont
été également favorables a des délais de
germination plus courts et des durées plus
longues. Tous ces facteurs sont intéressants
pour la production rapide d’explants et la
multiplication a grande échelle de la plante.

Les résultats de cette étude ont aussi
révélé qu’en cuture in vitro de T. superba, le
pourcentage de bourgeonnement, le nombre de
bourgeons produits ainsi que le délai de
bourgeonnement dépendaient de la
concentration et de la nature de la cytokinine
dans le milieu de culture. Ces résultats
concordent avec ceux rapportés par Jawahar et
al. (2008) sur des explants de (Cardiospermum
halicacabum L.). Ces auteurs avaient observé
que, les réponses morphogénétiques d’explants
testés a différentes concentrations de BAP et
KIN variaient en fonction du type de
cytokinine utilisée. Ils ont démontré 1’existence
d’une concentration optimale spécifique de
chaque cytokinine, au-dessus et en dessous de
laquelle les réponses morphogénétiques des
explants chutaient. Cela correspond a ce que
les résultats obtenus dans la présente étude ont
révélé. Toutefois, les délais de
bourgeonnement différent  entre les
cytokinines. Cette différence peut étre due a la
nature des cytokinines et des matériels
biologiques utilisés dans chaque essai. En effet,
T. superba qui a fait 1’objet de cette étude, est
plante alors que la C.
halicacabum est une liane.

Par ailleurs, 1’ajout de TDZ dans le
milieu de multiplication, a induit le
bourgeonnement de fragments d’apex de T.
superba contrairement aux milieux sans TDZ.
De nombreux auteurs ont montré que le TDZ

une ligneuse
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est un régulateur de croissance tres efficace
dans la morphogeneése in vitro de nombreuses
especes de plantes dicotylédones, en particulier
des espéces ligneuses récalcitrantes a la
régénération in vitro, y compris les espéces
forestieres (El Kbiach et al., 2002 ; Wang et al.,
2025 ; Kouassi et al. 2018). Son action serait de
moduler le niveau d'hormone endogéne des
organes végétaux mis en culture en inhibant
I’activité de la cytokinine oxydase (Wang et al.,
2025). Cette action favoriserait 1'élévation des
niveaux endogénes de cytokinines par
empéchement de leur dégradation en adénine et
adénosine (Guo et Abbasi, 2011). Parmi les
exemples des divers effets physiologiques mis
en évidence, on peut citer la germination des
graines, le débourrement accéléré, 1’induction
et la stimulation de la germination, I’induction
de Dbourgeons, la croissance et le
développement cotylédonaires (Mishra et al.,
2018). Le taux de bourgeonnement et le
nombre moyen de bourgeons par explant les
plus importants ont été observés avec la
concentration de 0,5 mg/L de TDZ. Pour des
concentrations plus élevées (2 a 4 mg/L) ou
plus faibles (0,lmg/L), le taux de
bourgeonnement était environ deux fois moins
élevé ou nul. En outre, les délais de
bourgeonnement les plus courts sont observés
pour les concentrations les plus faibles de TDZ
utilisées, a savoir 0,1 et 0,5 mg/L. Ces
observations indiquent qu'une plage de
concentrations de TDZ située entre 0,1 et 0,5
mg/L peut étre appliquée au milieu de
multiplication de 7. superba.

Certains auteurs ont démontré que
I’utilisation du TDZ donne un pourcentage de
multiplication et un nombre moyen de
bourgeons par culture d’autant plus élevés que
sa concentration dans le milieu est faible
(Singh et al., 2001). Guo et Abbasi (2011)
suggérent que pour commencer la régénération
in vitro d'une nouvelle espece a partir du TDZ,

il faudrait conserver 100 nM comme
concentration de référence et estimer deux
trajectoires de préparations, c’est-a-dire

certaines avec des concentrations au-dessus et
d’autres au-dessous de ce seuil.
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Par ailleurs, chez certaines espéces,
l'utilisation du TDZ aurait des inconvénients
dans les phases ultérieures a la phase de
bourgeonnement.  Ceux-ci  comprennent
I'hyperhydricité¢ (Debergh et al., 1992), la
morphologie anormale des feuilles
(Cambecedes et al., 1991), des pousses courtes
et compactes (Mundhara et Rashid, 2005) des
difficultés d'élongation et d'enracinement des
pousses (Mundhara et Rashid, 2005). Ainsi, il
convient de poursuivre les investigations sur la
multiplication de 7. superba, en vue de définir
tous les paramétres qui contribuent a la fois a
une bonne quantité et qualité des vitro plants.

Conclusion

Au terme des expérimentations visant a
¢laborer un protocole de laboratoire pour
améliorer la germination des graines et la
multiplication in vitro de Terminalia superba,
les résultats ont permis d’observer que
I’hypochlorite de calcium 3% a réduit la
contamination microbienne. Ainsi, pour
obtenir un bon taux de désinfection et de
germination, les graines doivent étre imbibées
48 heures dans de I’eau distillée stérile avant
d’étre ensemencées sur milieu enrichi de 107
M de GA3. L’Etude de [Deffet de la
concentration en cytokinines sur la production
des bourgeons de T. superba a révélé que 1
mg/L de BAP avait induit les meilleures
réponses de bourgeonnement des apex. Pour
donc disposer de matériels de plantation a
profusion de T. superba selon les résultats de
cette étude, les apex doivent étre cultivés sur
milieu contenant 1 mg/L de BAP. Les résultats
obtenus dans cette étude sont encourageants ;
toutefois, des investigations complémentaires
sont nécessaires pour mieux affiner le
processus, car des plants enracinés n’ont pu
étre obtenus dans cette étude.
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