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Potentialités de régenération par graines, de multiplication in vitro et cinétique de
croissance juvénile des plants de Milicia excelsa (Welw.) C. C. Berg (Moraceae)

Mémbassolim SOGO @ *, Kodjo Djidjolé ETSE @, Essozima ALIAKI ?®, Oyétoundé DJIWA ), Hodabalo
KAMOU O, Pondikpa NADJOMBE @ et Kudzo Atsu GUELLY

Résumé

L’explosion démographique a accentué les pressions sur les ressources forestiéres naturelles entrainant leur dégradation voire leur
disparition. En vue de restaurer ces foréts et disposer des ressources pour le bois d’ceuvre et de service des essais de reboisement
ont été menés pour 1’essentiel avec des essences exotiques. Aujourd 'hui, le constat est amer ; la physionomie de nos formations
n’est plus la méme et les performances tant ventées de ces espéces exotiques montrent leur limite. Notre travail consiste a remédier
au deéficit de connaissance des potentialités des essences locales notamment de Milicia excelsa, afin de contribuer a sa promotion.
Les graines de M. excelsa récoltées sont mises a germer avec et sans prétraitements. Aprés germination, 25 plants sont sélectionnés
pour des mesures de parametres de croissance chaque mois. Cing jeunes plantules sont sélectionnées pour initier la culture in vitro.
Les graines non traitées présentent un meilleur résultat avec 78% de capacité de germination. Les plants de 210 jours ont une taille
de 23 cm et 18 bourgeons. L’analyse des résultats a montré que M. excelsa se régénere bien par graines ; cependant les traitements
des fruits et la durée de conservation des graines influencent la production des plants en grand nombre. En outre, les résultats de
la culture in vitro montrent une alternative pour disposer d’une grande quantité de plants a tout moment de I’année. Ces résultats
constituent un acquis pour la sylviculture de 1’Iroko (Milicia excelsa).

Mots clé : Espece forestiere, régénération, in vitro, sylviculture, Milicia excelsa.

Abstract

The demographic explosion has accentuated the pressures on natural forest resources leading to their degradation and even their
disappearance. In order to restore these forests and to have the resources for timber and service, reforestation trials have been carried
out mainly with exotic species. Today, the report is bitter; the physiognomy of our formations is no longer the same and the windy
performances of these exotic species show their limits. Our work consists in remedying the lack of knowledge of the potential of
local species, in particular Milicia excelsa, in order to contribute to its promotion. The harvested M. excelsa seeds are germinated
with and without pretreatments. After germination, 25 plants are selected for measurements of growth parameters each month. Five
young plantlets are selected to initiate the in vitro culture. Untreated seeds show a better result with 78% germination capacity.
210-day-old plants are 23 cm tall and have 18 buds. Analysis of the results showed that M. excelsa regenerates well by seed;
however, the treatments of the fruits and the shelf life of the seeds influence the production of plants in large numbers. In addition,
the results of in vitro culture show an alternative to have a large quantity of plants at all times of the year. These results constitute an
achievement for the silviculture of Iroko (Milicia excelsa).
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INTRODUCTION

La forét contribue de fagon substantielle a 1’économie
nationale et familiale ainsi qu’a la lutte contre la pauvreté sous
toutes ses formes, aussi bien en milieu rural qu urbain (MERF,
2011). La FAO (2009) indique que le secteur forestier togolais
a généré, en 2006, une valeur ajoutée de 16,5 milliards de
FCFA, soit 1,6% du PIB. En considérant tous les sous-secteurs
forestiers, on n’est pas loin des 22% du PIB avec une valeur
économique totale estimée a plus de 78 milliards de FCFA
(Yapi et Sessi 1997). Cet exemple témoigne de 1'importance
accordée au reste du couvert forestier mondial. Au Togo,
le paysage est constitu¢ d’une diversité d’écosystémes
malheureusement en perpétuelle dégradation, affectant les
essences de bois d’ceuvre, de service, de bois énergie et les
ressources végétales alimentaires, médicinales et fourragéres
(Ugoh et al, 2014 ; Padakale et al, 2015 ; Kebenzikato et
al, 2015 ; Kaina et al/, 2018 ; Issa, 2018). Conscients des
graves conséquences auxquelles s’expose 1"humanité suite a

la dégradation du couvert forestier, les pouvoirs publics, les
organismes internationaux, les organisations de la société
civile et les particuliers, entreprennent diverses actions en
vue de restaurer cette couverture forestiere (Guelly, 2011 ;
Woegan, 2013). Parmi les activités de restauration du couvert
forestier, le reboisement est de loin la plus importante.
Cependant, la plupart des programmes de reboisement ont
été réalisés pour I’essentiel avec des essences exotiques,
parmi lesquelles, Tectona grandis et Gmelina arborea qui
font figure d’essences prioritaires (Atindogbe et a/, 2013 ;
Akpene et al, 2014 ; Sehoueto et al, 2015). Les quelques
essais de germination de semences d’essences locales ainsi
que le succes de leurs plantations semblent ne jamais étre
satisfaisants, peut-étre par faute de recherche forestiére
adéquate. L accentuation des pressions anthropiques sur les
foréts naturelles de méme que sur certaines essences treés
appréciées par les populations conduit inévitablement a une
érosion génétique. Milicia excelsa, longtemps exploité pour la
qualité de son bois est classée vulnérable sur la liste rouge de
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I'TUCN. Pour éviter cette érosion génétique, Bellefontaine et
Monteuis (2000) ont proposé la domestication de ces especes
par la connaissance de meilleures conditions de germination
de leurs graines. L’insuffisance des connaissances biologiques
et €écologiques sur la plupart des essences indigenes constitue
une limite et un grand handicap pour I’aménagement et la
conservation des ressources génétiques des foréts tropicales
(Deboux, 1998). L’objectif général de ce travail est donc de
contribuer a la connaissance des potentialités de production
du matériel végétal (semence) de Milicia excelsa en vue de
promouvoir I’essence dans le reboisement au Togo. De fagon
spécifique, il s"agit de :

»  caractériser les graines de M. excelsa ;

* initier la micropropagation in vitro de M. excelsa et

»  ¢valuer la cinétique de croissance juvénile de ces plants.
1. MATERIEL ET METHODES
1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal a été constitué de graines de M. excelsa
(Welw., Moraceae) récoltées sur des parcelles a Badou et
Atakpamé (Togo).

1.2. Méthodes
1.2.1.

Les semences nécessaires a la réalisation de cette étude ont été
récoltées sur deux sites au cours d’une prospection pendant
quatre jours. Le premier site est a Badou, en zone forestiére
du Togo, de coordonnés géographiques 7 32°15,091°/
0 36'24,102"". Le second site est a Atakpamé, en zone
guinéenne, de coordonnées géographiques 7 32°37,297""/
1 7'38,844"". Les fruits mars ont été directement collectés
sous des semenciers de maniére aléatoire. Les fruits ramassés
ont été pressés a la main et les graines recueillies ont été
séchés a I’ombre pendant une journée puis emballés dans
des enveloppes en papier en vue de leur caractérisation au
laboratoire.

1.2.2. Site d’étude

Les tests de caractérisation des graines ont été réalisés sur
une parcelle de 500 m? aménagée au bord de la riviere Eké (7
31°12,445"7 ; 18'18,18"") a Atakpamé (Togo). L’étude de la
croissance a été réalisée sur la parcelle puis aprés la mise en
terre des plants sur le site de I’arboretum de Béna-plateau de
coordonnées géographiques 732"13,08""/055'4,872"", dans
la préfecture de Wawa. Quant a la culture in vitro de Milicia
excelsa, elle a été réalisée au Laboratoire de Physiologie et
de Biotechnologies Végétales de la Faculté des Sciences a
I’Université de Lomé au Togo.

Collecte et traitement des semences

1.2.3. Caractérisation des paramétres physique et
physiologique de la germinatives des graines

La teneur en eau des graines

Un échantillon de 1000 graines est prélevé pour la
détermination du poids et de la teneur en eau. Le poids
a ¢ét¢ évalué en utilisant une balance électronique de
modele METTLER AE 50. La teneur en eau des graines
par rapport a la masse fraiche TE a été déterminée selon
I’équation 1:

mazze fraiche—masze séche

TE=

%100 (équation 1)

masse fraiche
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Tests de germination des graines

Pour étudier la germination des graines, des lots de 100 graines
de chaque localité ont été constitués. Ensuite les différents
traitements ont consisté en un trempage des graines dans de
I’eau de robinet pendant 5, 10 et 15 minutes. Trois essais ont
été effectués pour chaque traitement. Les graines traitées ont
¢été semées dans des boites de Pétri sur du sable puis disposés
sous ombriere. Au cours des tests de germination les parametres
¢évalués sont:

- le délai de germination (DG) correspondant au temps entre la
date de semis et la date de germination de la premiére graine ;

- la durée totale de germination (DTG) qui correspond au
temps qui sépare la date de la germination de la premicre
graine et celle de la date de germination de la derniére graine ;

- le pourcentage de germination ou capacité de germination
obtenu (CQG);

- le temps moyen de germination (TMG) qui est le temps
nécessaire pour obtenu la germination de 50% des graines,
soit par la valeur de la pente de la courbe représentant le
pourcentage de germination en fonction du temps ou encore
I’inverse x100 du coefficient de vélocité.

- la conservation du pouvoir germinatif ou longévité des graines ;
elle est déterminée en effectuant des tests de germination chaque
mois pendant 12 mois.

Cinétique de croissance juvénile des plants

La cinétique de croissance des jeunes plants a été étudiée a
travers les parametres dendrométriques, principalement la
taille et le nombre de feuilles en fonction du temps. Ainsi
un échantillon représentatif de 25 plantules issues de la
germination en boite de Pétri a été repiqué dans des sachets
de polyéthyléne préalablement remplis avec un substrat
constitué d’un mélange de terreau fertilisé et de terre de jardin
dans une proportion 1:3, 2:3 (v/v). Au cours de cette étude,
le traitement des plantules a consisté en un arrosage régulier
a I’eau de riviére. Les plantules ont sé¢journé sous ombriére
pendant trois mois au cours desquels les différentes mesures
ont été effectuées a intervalle de dix jours. Ensuite, les plants
ont ét€ mise en terre sur le site de 1’arboretum ou les mesures
ont ¢été effectuées chaque mois pendant quatre mois. La
mesure des paramétres de croissance a été effectuée pendant
la saison pluvieuse du mois de mai a novembre et ces mesures
ont été arrétées a 1'arrivé de la saison seche.

1.2.4. Régénération in vitro de Milicia excelsa
Désinfection et germination des graines

Les graines de Milicia excelsa ont été désinfectées en surface
en conditions aseptiques. Ces graines supposées stériles
ont été placées dans des tubes a essai contenant un milieu
de germination. Le milieu de germination est le milieu MS
(Murashige et Skoog, 1962) supplémenté de 30 g/L de
saccharose et solidifié avec l'agar-agar a 8 g/L. Le pH du
milieu a été ajusté a 5,80 + 0.01 avant l'autoclavage. Dix
millilitres de milieu MS ont été versés dans des tubes a essai
et une graine y a été placée. Les graines ont été incubées
pendant trois jours a l'obscurité dans une salle de culture puis
transféré a la lumiére sous une photopériode de 16 h avec
une intensité lumineuse d'environ 2000 lux, fournies par des
lampes led blanches froides, a une température de 25 +2 ° C
et 70 % d'humidité.
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Micro-bouturage de Milicia excelsa

Soixante jours apres la germination les vitroplants obtenus
ont été découpées en fragments uninodaux. Ces fragments
ont été ensuite repiqués sur un milieu identique au milieu de
germination décrit ci-dessus et cultivés pendant six semaines
dans les mémes conditions. Ce milieu a servi en méme temps
de milieu d’enracinement.

Acclimatation
Sevrage ou pré acclimatation

Les vitroplants enracinés et agés de 35 jours ont €té retirés
du milieu de culture. Leurs racines ont ét¢ débarrassées de
I’agar-agar et lavées a ’eau de robinet. Puis, les vitroplants
ont ét¢ transférés dans des caisses compartimentées aux
couvercles transparents, préalablement remplies avec du
sable stérilis¢ a ’autoclave a 121°C pendant 60 minutes,
sous une pression de 1 bar. Les caisses contenant les jeunes
plantules ont ét¢ disposées dans la salle de culture a 25 °C
sous une photopériode de 16 h. Les plantules ont ét¢ arrosées
réguliérement avec de 1’eau distillée.

Elevage ou durcissement

Apreés un sé¢jour de deux semaines dans la salle de culture,
les plantules ont été transférées dans des pots en plastique
préalablement remplis de sable stérilisé, riche en humus.
Les pots contenant les plants ont été disposés dans une serre
de culture et réguliérement arrosés avec de I’eau de robinet.
Aprés quatre semaines d’acclimatation, le taux de survie a été
¢valué selon la formule suivante (équation 2) :

Taux de sL]rVie (TS) _ Nombre de vitroplants ayant survécu aprés acclimatation
(équation 2)

<100

MNombre de vitroplantz acclimatés

1.2.5. Analyses statistiques

Les données de germination ont été traitées avec le logiciel
Excel 2013 de Microsoft.

2. RESULTATS
2.1. Caractérisation des graines de Milicia excelsa

Les graines de M. excelsa sont tres petites, le poids moyen de
1000 graines est de 2,45¢g soit 408 graines/g. La teneur en eau
des graines est de 9,9%. Aucune dormance n’est notée pour
les graines de M. excelsa et leur germination est épigée. La
figure 1 montre les graines extraites des fruits puis séchées
(A) et les graines en germination (B).

-4 A

Figure 1 : Graines de Milicia excelsa extraites des fruits puis séchées
(A) et graines de M. excelsa en germination dans une boite de Pétri (B).

Le temps minimal de germination des graines de M. excelsa
est de 6 jours et le temps maximal est de 16 jours. La capacité
de germination des graines de M. excelsa en fonction du temps
présente deux phases : du 6°™ jour au 12°™ jour on note une
accélération de la capacité¢ de germination qui passe de 0%
a 68% et du 13°™ jour au 16°™ jour on observe une faible
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augmentation de la capacité de germination pour atteindre
78% de taux de germination (Figure 2).
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Figure 2: Evolution de la capacité de germination des
graines non traitées de M. excelsa en fonction du temps.

Les différents traitements effectués sur les graines de M.
excelsa n’ont pas amélioré leur capacité de germination
par rapport aux graines non traitées. Cependant la capacité
de germination des graines diminue avec leur durée de
conservation. Cette capacité passe de 78% a 62% apres trois
mois de conservation, a 47% apres six mois, a 32% apres neuf
mois et a 19% apres douze mois de conservation (tableau 1).

Tableau 1 : Caractéristiques germinatives des graines de M.
excelsa selon les différents traitements.

DG T™G DTG CG (%)
(jours) (jours) (jours)
Graines non traitées 6 10 10 78
Graines soumises au choc thermique 5 - - - 0
minutes
Graines trempées dans HCI 5 minutes - - - 0
Graines aprés 3 mois de conservation 6 11 12 62
Graines apreés 6 mois de conservation 7/ 9 B 47
Graines aprés 9 mois de conservation 13 18 14 32
Graines apreés 12 mois de conservation 17 29 15 19

2.2. Cinétique de croissance des jeunes plants de Milicia excelsa

Les plants de M. excelsa présentent une croissance continue
pour atteindre prés de 23 cm de taille et 18 bourgeons en
210 jours soit en 7 mois. Des la germination, on note une
croissance rapide des plants pour atteindre en moyenne 12
cm de taille avec 9 bourgeons en 60 jours. Du 60°™ jour au
90 jour, on observe un ralentissement de la croissance en
taille et en nombre de bourgeons qui est compensé par une
croissance en diamétre. A partir du 90°™ jour, on observe
une croissance exponentielle pour atteindre 23 cm avec 18
bourgeons en moyenne apres 210 jours (Figure 4). Cependant
cette croissance est perturbée par I’arrivée de la sécheresse a
partir du 7°™ mois (en novembre) qui se traduit par la mort de
I’axe principal au profit des rejets.

Figure 3 : Plant de M. excelsa de cinq mois, deux mois aprés

la mise en terre.
<B>
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Figure 4 : Evolution de la taille moyenne et du nombre moyen de
bourgeons des plants de M. excelsa en fonction du temps.

2.3. Régénération in vitro de M. excelsa

Le taux de contamination relevé est de 40% au 35 jour. En ce
qui concerne le taux de brunissement, il croit progressivement et
est de 30% au bout de 35 jours de culture.

Quant au taux de débourrement, il est de 0% au 7°™ jour et
augmente jusqu’a 60% au 35°™ jour de culture. Les premiéres
racines ont été observées le 21°™ jour et 40% des vitroplantules
se sont enraciné au bout des 35 jours de culture sur le milieu de
Murashige et Skoog (Figure 5).
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Figure 5: Taux de contamination, de brunissement, de

débourrement et d’enracinement des explants de M. excelsa cultivés
pendant 35 jours sur le milieu (MS).

Lobservation de la culture est faite durant 35 jours ; durée au bout de
laquelle la taille des vitroplants atteint la longueur totale du tube. Les
paramétres de croissance a savoir le nombre de nceuds, le nombre de
racines et la taille des vitroplants ont été relevés a intervalle régulier
de 7 jours. Pendant ce temps, le nombre moyen de nceuds croit et est
de 12,43 nceuds par plantule au 35 jour. Quant au nombre moyen
de racines, il croit faiblement et est de 4,31 au 35 jour. La taille
des vitroplants croit faiblement pendant les 7 premiers jours et du
7% au 35%™ jour, on note une augmentation rapide de la taille des
vitroplants. Au 35™ jour, la taille moyenne des vitroplants est de
18,75 cm (Figure 6). La figure 7 présente un vitroplant de M. excelsa

dans un tube a essai sur le milieu MS.
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Figure 6 : Croissance et développement des explants de M. excelsa
repiqués sur le milieu MS (Barre d’erreur : moyenne * erreur type).
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Figure 7 : Un vitroplant de M. excelsa dans un tube a essai sur
le milieu (MS).

Au cours de I’acclimatation, on a observé un bon
développement des plantules. Elles ont présenté une bonne
adaptation sur le substrat utilisé. Ainsi on a remarqué une
reprise rapide de la croissance des plantules qui se traduit
par un allongement important des tiges et une production
satisfaisante de nceuds (Figure 8). Au terme de quatre
semaines d’acclimatation, les plantules acquiérent assez de
vigueur pour assurer elles-mémes leur propre nutrition. Le
taux de survie des plantules de Milicia excelsa obtenu est de
100% pour chaque lot composé de 50 plantules. A la fin de
I’acclimatation 250 plants de prés de 10 cm ont été transférées
sur le site de 1’arboretum ou leur mise en terre a été effectuce
avec succes au cours du mois de juillet.

Figure 8 : Un vitroplant de Milicia excelsa dans un pot
d’acclimatation

3. DISCUSSION

Les graines de Milicia excelsa donnent 78% de capacité de
germination au bout de 10 jours en moyenne. Les traitements
effectués n’ont pas amélioré ce résultat. Cette capacité de
germination obtenu chez M. excelsa est similaire au taux
de 80% apres 14-18 jours (FAO, 2016) mais tres ¢levé par
rapport aux 5 a 10% obtenus par Bomisso et al. (2006) pour
certains génotypes de forét en Cote d’Ivoire. Dorthe en 2002
a obtenu pres de 90%. La capacité de germination des graines
de Milicia excelsa est jusqu’alors est faible comparé au taux
de 100% obtenu par Sogo et al. (2017) pour les graines de
Mansonia altissima apres prétraitement. Certains auteurs ont
rapporté que les graines d’Iroko ne sont pas dormantes, ce
serait plutot le nombre de graines immatures présentes dans
les stocks utilisés qui influencerait les taux de germination. Ce
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taux de germination chute a 19% apres un an de conservation
des graines. Dés la germination, les plants de Milicia excelsa
sont vulnérables mais a croissance rapide durant les 2 premiers
mois. Les plants de 210 jours ont 23 cm pour 18 bourgeons.
Dainou et al. (2012) ont noté une croissance en hauteur trés
¢levée sur certains sites concordant avec les traits des espeéces
pionnieres. Cette vitesse de croissance est similaire a celle
de 14,5 cm pour 12 feuilles en 140 jours, mesurée par Sogo
et al. (2017) chez Mansonia altissima, une espece a bois
blanc tout comme 1’iroko. En effet, la vitesse de croissance
d’une espece est fonction de la densité du bois mis en place,
plus le bois est dense plus la vitesse de croissance est faible.
Cependant la régénération in vitro présente de meilleurs
résultats. Au cours de la mise en culture des plantules de M.
excelsa, le taux de contamination obtenu est de 40% et le taux
de débourrement est de 60% au de 35 jours de culture. Ce
qui indique que le protocole de désinfection est acceptable.
Ces résultats montrent que le matériel végétal (graines de M.
excelsa) récolté dans la nature héberge des micro-organismes
notamment des bactéries et champignons qui se multiplient
abondamment dans le milieu de culture au détriment des
explants. Une augmentation de la concentration des solutions
de désinfection et une variation de la durée de trempage
des explants pourraient réduire le taux de contamination.
Ceci a ét¢ démontré par Etse et al., (2011) sur les explants
de Zanthoxylum zanthoxyloides. Chez ce dernier, en variant
et les concentrations des solutions de désinfection et les
durées de trempage on réduit considérablement le taux de
contamination au cours de la mise en culture des plantules
de Z. zanthoxyloides. Le brunissement constaté au cours de
la culture proviendrait des composés phénoliques élaborés
par les vitroplants de M. excelsa et libérés au niveau racinaire
dans le milieu de culture. Aliaki et al., (2017) ont fait le méme
constat au cours de la régénération des plantules d’Ocimum
canum sur le milieu MS. La solution pour empécher le
brunissement du milieu de culture est I’ajout de charbon
actif dans la préparation du milieu de culture comme 1’ont
démontré Pitékélabou et al., (2013) et Etse et al., (2011).

Quant au taux d’enracinement, il est faible. Ce résultat montre
que M. excelsa s’enracine difficilement sur le milieu MS.
Le taux d’enracinement pourrait s’améliorer comme 1’ont
montré Dossokpevi et al., (2015), si on ajoutait au milieu de
culture une auxine comme 1’Acide Indolacétique (AIA) ; qui
est une phytohormone favorisant la rhizogenése.

Pendant les 35 jours, le nombre moyen de nceuds croit et
est de 12,43 au 35°™ jour. Ceci implique qu'a partir d'un
explant uninodal, il est possible d'obtenir 12 nouveaux
vitroplants en 35 jours, soit un rythme de multiplication de
12" aprés n repiquages. Cette valeur est bien supérieure au
taux de multiplication observés par Etse et al., (2011) chez Z.
zanthoxyloides.

Au 35¢me jour, la taille moyenne des vitroplants est 18,75
cm. Cet allongement est rapide pour une ligneuse. Chez
la plupart des ligneuses cultivées in vitro, la croissance est
généralement plus lente, comme il a été rapporté par Najiba
et al., (2002) sur I’olivier et ceux obtenus par Hovi, (2007)
sur Garcinia afzelii. La croissance rapide des explants sur
le milieu MS, indique que ce milieu de culture est favorable
pour des essais de micropropagation in vitro de M. excelsa.
Le taux de survie des plantules de M. excelsa de 100% obtenu
a la suite de 1’acclimatation a été observé par Aliaki et al.,
(2017) pour les plantules d’Ocimum canum. Ceci indique une
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réussite de la procédure d’acclimatation.
CONCLUSION

1l ressort de ce travail que les contraintes a la régénération
naturelle par graine sont entre autres: les techniques de
récolte et de traitement des fruits pour obtenir les graines puis
la perte rapide du pouvoir germinatif des graines. Ainsi, la
récolte et le conditionnement des fruits déterminent la réussite
de la germination. Pour une grande production de plants,
les graines recommandées sont celle des fruits fraichement
récoltés. Les jeunes plants de M. excelsa étant fragiles des la
germination doivent étre arrosés avec soin et gardés dans un
milieu humide pendant les 30 premiers jours. Les résultats
obtenus lors de la culture in vitro montrent que M. excelsa
peut étre produit a grande échelle pour la conservation au
laboratoire et dans les programmes de reboisement.
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