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GLOSSAIRES 

Acclimatation : adaptation progressive des vitroplants aux conditions naturelles. 

Cals : amas de cellules indifférenciées résultant de la totipotence des tissus végétaux. 

Callogenèse : formation des cals à partir d’explants cultivés. 

Caulogenèse : formation des tiges. 

Cellule : unité fondamentale d’un organisme vivant capable de se reproduire toute seule 

Embryogenèse somatique : formation des embryons à partir d’une cellule ou d’un groupe de 

cellules somatiques sans fusion des gamètes 

Explant : fragment d'organes (apex, tige, feuille, bourgeons, …) ou fragment de tissu, excisé 

et mis en culture in vitro. 

Organogenèse : formation des organes. 

Phytohormone : régulateur de croissance synthétisé par la plante ou synthétique et qui régit 

sa croissance et son développement. 

Photopériode : alternance de période d'illumination et de période sombre dans le cycle 

journalier d'une plante. 

Régénération : ensemble de tous les processus par lesquels les plantes se reproduisent 

naturellement (par graine ou par multiplication végétative) «in situ » ou hors de son milieu 

naturel «ex situ » par des différentes méthodes (greffage, marcottage, micropropagation, etc.). 

Rhizogenèse : formation de racines. 

Vitroplant : plantule issue de la culture in vitro. 
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Madagascar est un pays riche en biodiversité. Plus de 12 000 espèces de plantes 

vasculaires supérieures malgaches sont reconnues avec un endémisme compris entre 82 et 

 90 % (Schatz, 2001 ; Gautier et Goodman, 2003 ; GSPM, 2011a). Selon l’Office National de 

l’Environnement (1991), 3 317 taxons de macrofaune terrestre correspondant à 90%, sont 

associés à la forêt. Les 5% des espèces animales et végétales de la planète sont présents à 

Madagascar (Ravoahangy, 2011). 

Malheureusement, ces biodiversités sont soumises à des menaces et à des pressions 

intenses dues aux activités humaines et aux catastrophes naturelles (cyclones, érosion), ce qui 

provoque la perte de leur habitat.  

Actuellement, le projet d’exploitation de nickel et de cobalt d’Ambatovy touche la 

forêt dense humide de moyenne altitude de l’Est de Madagascar. 

En effet, l’exploitation exige le défrichement total du sol, ce qui entraîne la 

modification radicale du paysage et le déséquilibre de l’écosystème (Misaintsoa, 2009). Face 

à ces destructions, le projet a élaboré un programme de gestion de la biodiversité comprenant 

une zone de compensation et de protection aboutissant à l’absence de perte nette de la 

biodiversité (Dickinson et Berner, 2010). Concernant la flore, les espèces dites SOCs (Species 

Of Concern) sont identifiées par le MBG (Missouri Botanical Garden). Ce sont des espèces 

endémiques qui sont rencontrées sur le territoire de la mine sans être présentes dans plus de 

trois autres sites sur l’ensemble du pays (Phillipson et al., 2010). Keraudrenia macrantha 

(Sterculiaceae) (Arènes, 1959), est classée parmi les SOCs. C’est un arbuste, monospécifique 

et endémique de Madagascar. Keraudrenia macrantha est une plante utilisée par la médicine 

traditionnelle pour soulager les maux de dents (Descheemaeker, 1986). C’est aussi une plante 

ornementale. 

Dans le cadre de la multiplication des espèces SOCs, les méthodes de la culture in 

vitro ou la micropropagation sont adoptées. Elles permettent de produire rapidement une 

grande quantité de plantules (http://1, Razafimaharo, 2003). 

Les techniques de la culture in vitro empruntent essentiellement deux voies : le 

microbouturage (Saadi, 1991) et l'embryogenèse somatique (Margara, 1989). Plusieurs 

travaux ont déjà été effectués sur la culture in vitro de ces espèces «SOCs», entre autres la 

micropropagation des orchidées «Aeranthes antennophora» et «Bulbophyllum peyrotii» 

(Dinaharilala, 2012), la vitropropagation de «Medinilla mandrakensis» (Ephrem, 2012), la 

régénération in vitro de «Dracaena sp. nov. 3» et de «Psorospermum sp. nov. B» 

(Rakotoarisoa, 2013). 
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Par ailleurs, la présente étude se focalise sur la technique de l'embryogenèse somatique 

qui est la formation d'embryons à partir de cellules non issues de la fusion des gamètes 

(Ammirato, 1983). L'embryogenèse somatique se montre plus séduisante en terme de 

performance et d'efficacité (Harkman et Arnold, 1985 ; Piatti, 1988). Les taux de 

multiplication sont généralement importants (Kacem, 2005). L'embryogenèse somatique 

permet aussi en un temps très court de produire des plantes entières sans passer par les 

contraintes habituelles de l'organogenèse (phase de caulogenèse et de rhizogenèse) (Daikh et 

Demarly, 1987 ; Rouget, 1989). 

Actuellement, d’après des recherches, aucune étude n’a encore été effectuée sur 

l’embryogenèse somatique des plantes du genre Keraudrenia. C’est pour ces raisons que la 

présente étude est axée sur « la régénération par embryogenèse somatique de Keraudrenia 

macrantha (Sterculiaceae). 

L’hypothèse de cette étude est d’observer la similarité des réactivités des deux types 

d’explants (feuille et hypocotyle) de Keraudrenia macrantha régénérés à partir de la 

technique de l’embryogenèse somatique vis-à-vis des milieux de culture.  

L’objectif global de cette étude consiste à la multiplication de l’espèce endémique 

Keraudrenia macrantha pour sa conservation. 

Les objectifs spécifiques sont de : 

- déterminer les milieux de culture favorables à l’induction des cals 

embryogènes, à la régénération des embryons somatiques, à la croissance et 

à l’enracinement de plantules de Keraudrenia macrantha issues de la feuille 

et de l’hypocotyle ; 

- identifier les caractéristiques morphologiques et anatomiques des cals ; 

- évaluer l’évolution de l’embryon somatique ; 

- optimiser l’acclimatation des vitroplants. 

Ce travail se divise en quatre parties. La première partie présente les généralités. La 

seconde décrit le matériel et la méthode. La troisième partie énonce les résultats obtenus et 

leurs interprétations. La dernière partie comporte les discussions suivies de la conclusion et  

des perspectives. 
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I. CULTURE IN VITRO 

 

      I.1. DEFINITION 

La culture in vitro est une technique utilisée au laboratoire et qui consiste à cultiver un 

fragment de plante «explant» sur un milieu artificiel, dans un espace réduit et dans des 

conditions stériles. Les conditions, comme la température, l’humidité relative ainsi que 

l’éclairement (photopériode) sont contrôlées au cours du développement de l’explant 

(Beauchesne et al., 1984; Rasoarantomanana, 2009; El Tahchy, 2010). 

 La culture in vitro est basée sur la totipotence cellulaire c'est-à-dire toute cellule 

végétale est capable de régénérer un autre individu identique à celui dont elle est issue 

(Boutherin et Brong, 1989 ; El Tahchy, 2010).  

 

 I.2. DIFFERENTES TECHNIQUES 

Différentes techniques de culture in vitro d’explants végétaux ont été mises au point 

afin de régénérer une plante entière, parmi lesquelles la culture de méristèmes, 

l’embryogenèse somatique, le microbouturage, la culture d’anthères et de pollen, et la culture 

de protoplastes. 

 

II. EMBRYOGENESE SOMATIQUE 

 

II.1. DEFINITIONS 

L'embryon est défini comme une plante se trouvant au stade initial de son 

développement. Il s'agit en fait, d'une structure bipolaire (munie de deux méristèmes : l'un 

caulinaire et l'autre racinaire) qui, suite au processus de germination, donne naissance à une 

nouvelle plante (Norrel, 1973 ; Nuti, 1990). 

L’embryogenèse somatique est un processus biologique qui permet d’obtenir un nombre 

illimité d’embryons à partir d’une cellule ou d’un groupe de cellules somatiques sans fusion 

de gamètes (Ammirato, 1983; Nzefouo, 2010 ; 2011). Les embryons somatiques ont une 

structure chromosomique souvent semblable à celle de la plante mère dont ils sont issus.  
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         II.2. ORIGINE ET DEVELOPPEMENT DE L’EMBRYO GENESE SOMATIQUE 

L’embryogenèse somatique trouve son origine dans une seule cellule jouant un rôle 

analogue à celui du zygote (Féher, 2006). Elle se forme au sein de masses parenchymateuses 

(Reinert, 1958). La morphologie et le développement s’effectuent selon une séquence de 

stades homologues à ceux des embryons zygotiques définis par le stade globulaire, le stade 

cordiforme ou cœur, le stade torpille, et le stade cotylédonaire (http://2; Rijiven, 1952; 

Ragavan et Torrey, 1963; Egertsdotter et Arnold, 1998).  

 

 II.3. TYPES D’EMBRYOGENESE SOMATIQUE 

Sharp et al., (1980) in Piatti (1988) ont décrit deux voies pour l’embryogenèse 

somatique: 

� L’embryogenèse somatique indirecte dans laquelle les embryons se développent à 

l’issue de la prolifération de cals embryogènes ou amas cellulaires indifférenciés. Les cellules 

embryogènes apparaissent tardivement au sein du cal produit par la réactivation mitotique des 

cellules différenciées et/ou par la prolifération des cambiums obtenus à partir d’explants de 

type racines, tige ou de feuille (Jullien, 1991 ; Rugkhla et Jones, 1998). 

� L’embryogenèse somatique directe où les embryons sont initiés à partir de tissus en 

l’absence de prolifération du cal. Les cellules de l’explant deviennent compétentes sans 

divisions cellulaires ou mitoses successives (Piatti, 1988 ; Rouget, 1989).  

 

II.4. ETAPES DE L’EMBRYOGENESE SOMATIQUE 

L’embryogenèse somatique présente deux étapes : la formation du cal embryogène, la 

régénération des embryons (Tisserat et al., 1979; Daikh et Demarly, 1987; Daguin et Letouze, 

1988). 

-La formation du cal embryogène se fait grâce à la présence d’un agent inducteur ou 

d’un choc initiateur de l’embryogenèse somatique. Les régulateurs de croissance comme 

l’auxine présente dans le milieu de culture jouent le rôle prépondérant d’agent inducteur 

stimulant la totipotence de la cellule somatique (Zryd 1988). 

-La régénération des cals embryogènes consiste à transférer les cals embryogènes sur 

un milieu de régénération solide (Mater, 1986 ; Reveuni, 1979; Zaid et Tisserat, 1983; 1984; 
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Sharma et al., 1984; 1986; Zaid, 1989) ou liquide (Daguin et Letouze, 1988). Les embryons 

obtenus ayant une taille convenable c’est-à-dire au stade bipolaire ont été replacés dans un 

milieu de germination. Il s’en suit des repiquages successifs permettant l’obtention des 

microplants (Daguin et Letouze, 1988). 

 

 II.5. DIFFERENTS FACTEURS INFLUENÇANT LA CULTURE D E 

L’EMBRYON SOMATIQUE 

 La production d’embryons somatiques in vitro dépend d’un certain nombre de facteurs 

comprenant les facteurs internes et les facteurs externes. 

II.5.1. Facteurs internes 

� Génotype 

La plupart des plantes montrent une régénération génotypique spécifique liée à l'espèce. 

A l'intérieur d'une même espèce, un génotype donne des bourgeons tandis qu'un autre ne peut 

fournir que des embryons (Auge et al., 1989). Cependant, George et Sherrington, (1984); 

Brown, (1988); Brown et al., (1995) ainsi que Dodeman et al.,(1997) ont mentionné que 

seulement certains génotypes auraient possédé la capacité d'induire une embryogenèse 

somatique chez beaucoup d'espèces.  

� Type d’explant 

Plusieurs recherches effectuées sur l’embryogenèse somatique ont montré qu’elle peut 

être induite à partir d’explants d’origines variées (tableau 2). 

 

Tableau 1 : Exemples d’explants régénérés par embryogenèse somatique 

Explants Espèces Référence 

Bourgeons 

axillaires 

Ipomoea batatas L. 

(Lam) 

Triqui, 2009 

Entre - nœuds Actinidia chinensis Chaouia et al., 2008 

Hypocotyle Gossypium hirsutum Kouadio et al., 2004; Kouakou et al., 2009 

Feuille Quercus suber L. Fernandez-Guijarro et al., 1993 et 1995 
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Coffea arabica L. Gatica, 2007 

Baillonella toxisperma  

Fotso et al., 2008 Vitellaria paradoxa 

Foliole Actinidia chinensis Chaouia et al., 2008 

- Age des explants 

 

Généralement, les explants les plus jeunes sont les plus réactifs, donc les potentialités de 

ces explants diminuent avec l’âge (Auge et al., 1984). 

 

- Saison de prélèvement des explants 

Concernant les espèces vivaces, l’existence de stade de vie active et ralentie de la plante 

conduit les explants à développer des réactions différentes en culture in vitro. Cette différence 

peut être expliquée par la modification des équilibres internes des régulateurs de croissance 

(auxines, cytokinines, gibbérelline ...) lors des différentes saisons (Auge et al., 1989). 

- Taille de l'explant 

 

Plus la taille est importante, plus les équilibres endogènes sont déterminants et les 

conditions extérieures influentes. La taille choisie variera selon la nature de l'explant. Si le 

tissu végétal est de nature organisée (un nœud, un apex, ou un bourgeon entier), un ensemble 

assez complet sera nécessaire mais seulement dans le cas d'une structure différenciée  

(éléments de feuilles, de tige, de racines, d’inflorescence...) des fragments de 5 à 10mm 

suffiront (Zryd, 1988, Auge et al., 1989; Hannweg et al., 1996). 

 

II.5.2. Facteurs externes 

                                    a. Milieu de culture 

La culture d’embryons somatiques peut se réaliser aussi bien en milieu gélosé qu’en 

milieu liquide. L’observation des embryons est un peu difficile pour le milieu gélosé tandis 

que le milieu liquide permet une meilleure observation des embryons (Zryd, 1988). 

Pour le développement des cultures de tissus (embryogenèse somatique), divers milieux 

de base comprenant des sels inorganiques, des composés organiques (sucres, vitamines et 
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régulateurs de croissances) ont été progressivement utilisés. Parmi ces milieux de base, le 

milieu Murashige et Skoog (MS) est le milieu d’induction des cals et de régénération des 

embryons somatiques le plus utilisé (Dalvescoet Guerra, 2001).  

� Régulateurs de croissance 

Les régulateurs de croissance ou les phytohormones ou hormones végétales sont des 

substances qui jouent une grande importance pour l’embryogenèse somatique. Chez les 

végétaux, les régulateurs de croissance se répartissent en six groupes : auxines, cytokinines 

gibbérellines, acides abscissiques, éthylènes et brassinostéroïdes (http:// 3 ; http://4 ; Margara, 

1989). Ces régulateurs de croissance agissent principalement sur la division cellulaire 

(croissance de la plante) et leur différenciation (formation de divers organes). Deux types 

d’hormones telles que les auxines et les cytokinines sont les plus utilisées en culture de tissus 

végétaux (Margara, 1989; Ramiliarisoa, 2003). 

� Auxines 

L’acide indolacétique (AIA) est une auxine extraite des végétaux, tandis que l’acide 2,4-

dichlorophénoxyacétique, l’acide indole-3-butyrique(AIB) et l’acide 1-naphtalène acétique 

(ANA) sont des substances synthétiques. La synthèse d’auxines a principalement lieu dans le 

méristème apical des pousses. Les auxines stimulent l'élongation de la tige, la différenciation 

et la croissance des racines. Un bourgeon apical produit de l'auxine qui inhibe la croissance 

des bourgeons latéraux, c'est la dominance apicale. Les auxines jouent aussi un rôle dans la 

capacité de la plante de s’orienter vers la lumière (phototropisme des feuilles) ainsi que de se 

diriger vers le sol (géotropisme des racines). 

� Cytokinines 

Les cytokinines comme la zéatine, le 6-benzylaminopurine (BAP), la kinétine, sont 

synthétisées dans les tissus en croissance active, plus particulièrement dans les racines, les 

embryons et les fruits. Elles sont transportées dans les autres organes par la sève brute. 

En culture in vitro, les effets de cytokinines sont liés à ceux de l’auxine : 

- si la quantité de cytokinine est égale à celle de l’auxine, les cellules se divisent 

mais restent indifférenciées, c’est la callogenèse ; 

- si la quantité de cytokinine est supérieure à celle de l’auxine, le cal se différencie 

et des bourgeons apparaissent, c’est la caulogenèse ; 



Généralités 

8 

 

- si la quantité de cytokinine est inférieure à celle de l’auxine, des racines se 

forment, c’est la rhizogenèse (http// 5). 

� Sucres 

Les tissus en culture sont largement hétérotrophes du carbone en raison de l'absence ou 

de l'insuffisance de l'assimilation chlorophyllienne. Il est donc indispensable d'apporter le 

sucre comme source de carbone dans le milieu de culture. Le sucre occupe deux fonctions 

principales dans les milieux de culture ; il fournit l'énergie nécessaire pour la croissance des 

tissus et maintiennent une pression osmotique donnée du milieu de culture (Zryd, 1988). Cette 

pression osmotique agit, dans certains cas, sur l'orientation ou l'expression morphogénétique 

des tissus (Belaiziet Boxus, 1995), dans d’autres cas, sur la maturation des embryons 

somatiques produits (Walker et Parrott, 2001). Parmi les sucres, le saccharose est le plus 

utilisé en embryogenèse somatique. Il agit sur la formation des cals, sur le développement et 

sur la régénération des embryons somatiques en plantules (Chen, 1978 ; Brhadda et al., 2008). 

� Vitamines 

Certaines vitamines sont favorables aux croissances des tissus, parmi les principales 

sont la thiamine, l’acide nicotinique et la pyridoxine (Téoulé, 1993).  

� Charbon actif 

Le charbon actif est une substance adsorbant qui assure la neutralisation et l’inhibition 

des produits toxiques (phénol) libérés par les explants dans le milieu de culture. Il est 

favorable à la formation des embryons chez le lierre (forme juvénile) (Zryd, 1988). 

                                b. Conditions de culture in vitro 

Les conditions environnementales des cultures (lumière, photopériode, température, 

etc.) peuvent influencer fortement la prolifération cellulaire au cours de la callogenèse ainsi 

que l’embryogenèse somatique chez diverses plantes (Murashige, 1974; Hughes, 1981 ; Tan 

et Qian, 1988). 
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� Lumière et photopériode 

La lumière est indispensable pour réguler certains processus morphogénétiques 

(Boccon - Gibord, 1989). La durée d’exposition (photopériode) stimule la prolifération et la 

croissance des cals (Husseyet Stacey, 1981). Elle pourrait aussi contribuer à la formation des 

cals (Briggs, 1964 ; Bommeneni et Jauhar, 2003). 

� Température 

La température de la salle de culture est habituellement réglée de façon constante entre 

22 et 25°C. Cependant, la température réelle des tissus à l’intérieur des récipients de culture 

peut être supérieure de 2 à 4°C à celle de la salle (Auge et al., 1983).  

 

III. ORGANOGENESE 

L’organogenèse est la base fondamentale de la multiplication végétative (Margara, 

1989). En partant d'un explant, elle aboutit à la formation d'un nouvel individu par élaboration 

de bourgeons (caulogenèse) et de racines (rhizogenèse). 

 

  III.1. CAULOGENESE 

La caulogenèse est la formation représentée à la fois de l’initiation et du 

développement des bourgeons terminaux, axillaires, adventifs ou néoformés sur un cal. 

- Les bourgeons terminaux dérivent de la gemmule de l'embryon. 

- Les bourgeons axillaires sont produits généralement par les deux ou trois assises 

cellulaires superficielles de la tige. 

- Les bourgeons adventifs se forment en des endroits inhabituels à partir d'organes 

différenciés de la plante (entre - nœuds, tubercules, racines, feuilles). Ils peuvent 

avoir pour origine des massifs cellulaires restés méristèmatiques ou bien 

provenir d'une différenciation de certaines cellules (Camefort, 1977). 

- Les bourgeons néoformés peuvent apparaître sur l'explant initial ou sur un cal. 

Ils peuvent être considérés comme un cas particulier de bourgeons adventifs 

(Boxus, 1995). Ils sont induits sur n'importe quel type d'organe ou de tissu, y 
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compris sur ceux qui ne les produisent pas dans les conditions naturelles 

(Camefort, 1977 ; Zryd, 1988 ; Margara, 1989). 

 

 III.2. RHIZOGENESE 

La rhizogenèse désigne la néoformation et la croissance de racine. En culture in-vitro, 

les racines néoformées au sein d'un cal peuvent être considérées comme des cas particuliers 

de méristèmes adventifs (rhizogenèse indirecte) ou l'émission de racines sur un explant dans 

des endroits inhabituels (rhizogenèse directe) (Margara, 1989 ; Boxus, 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Deuxième partie : 
 MATERIEL ET METHODES 



  

I. SITE DE PRELEVEMENT D

 

          I.1.SITUATION GEOGRAPHIQUE

Le site d’exploitation minière d’Ambatovy est situé au cœur de l’une des régions 

particulièrement riches en espèces, dans l’extrémité Sud du corridor foresti

(http://6 ; http ://7). Il s’étend sur 1800

Moramanga. Ce site est localisé entre la

0,12’’ (http:// 8) (carte1 en ann

 

  I.2. CLIMAT 

La forêt d’Ambatovy présen

relative annuelle moyenne de 95% (

1400mm dont près de 70% des pluies annuelle

Corporation, 2006). Concernant la température, le mois le plus chaud est

tandis que le plus froid est le mois de juillet 

annuelle du site d’exploitation minière d’Ambatovy est de 17°C

Les variations mensuelles de la précipitation et de la température du site d’Ambatovy

annexe II. 

 

Figure 1 : Diagramme ombrothermique du site minier d’Ambatovy
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PRELEVEMENT D ES EXPLANTS 

SITUATION GEOGRAPHIQUE  

Le site d’exploitation minière d’Ambatovy est situé au cœur de l’une des régions 

particulièrement riches en espèces, dans l’extrémité Sud du corridor foresti

Il s’étend sur 1800ha et se trouve à 25km au Nord

localisé entre la longitude Est 48° 18’ 00’’ et la l

(http:// 8) (carte1 en annexe I). 

d’Ambatovy présente un bioclimat oriental humide avec un taux

de 95% (http://9). La précipitation moyenne annuelle est de 

400mm dont près de 70% des pluies annuelles tombent entre décembre et mars (Dyna

Concernant la température, le mois le plus chaud est

le mois de juillet (http:// 9) (figure 1). La température moyenne 

site d’exploitation minière d’Ambatovy est de 17°C (Dynatec Corporation, 2006)

Les variations mensuelles de la précipitation et de la température du site d’Ambatovy

Diagramme ombrothermique du site minier d’Ambatovy

Matériel et Méthodes 

Le site d’exploitation minière d’Ambatovy est situé au cœur de l’une des régions 

particulièrement riches en espèces, dans l’extrémité Sud du corridor forestier de l’Est 

km au Nord-Nord-Est de 

latitude Sud18° 49’ 

te un bioclimat oriental humide avec un taux d’humidité 

ation moyenne annuelle est de 

décembre et mars (Dynatec 

Concernant la température, le mois le plus chaud est le mois de février 

La température moyenne 

tec Corporation, 2006). 

Les variations mensuelles de la précipitation et de la température du site d’Ambatovy sont en 

 

Diagramme ombrothermique du site minier d’Ambatovy (http:// 9) 
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II. MATERIELVEGETAL 

 

          II.1. PLANTE MERE 

          La plante mère source d’explants utilisée est Keraudrenia macrantha, (photo1). Les 

codes du pied mère et leurs coordonnées géographiques ainsi que leurs répartitions dans le 

site d’exploitation minière d’Ambatovy ont été mentionnés en annexe III. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   II.1.1. Classification botanique (Arènes, 1959) 

 

REGNE : VEGETAL 

EMBRANCHEMENT : SPERMAPHYTES 

CLASSE : DICOTYLEDONES 

SOUS- CLASSE : DILLENIIDAE 

ORDRE : MALVALES 

FAMILLE : STERCULIACEAE 

Genre : Keraudrenia 

Espèce : macrantha 

Nom vernaculaire : Siandahy 

Photo 1 : Plant de Keraudrenia macrantha [barre=5mm] 

RAZANADRASOA 



  

II.1.2. Description 

Keraudrenia macrantha

feuilles sont simples, alternées et stipulé

large. Les rameaux sont cylindriques. L’inflorescence 

à trois fleurs. Le fruit est une 

au mois de novembre jusqu’au mois de mars.

 

 II.2. EXPLANTS 

- Graines noires (photo2

2 cm de diamètre ; 

- Hypocotyles issues des

- Feuilles apparues après les feuilles 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. METHODES 

 

               III.1. RECOLTE ET CONSERVATION DES FRUITS

          Les fruits mûrs de Keraudrenia

dans les zones de défrichement du site d’exploitation minière d’Ambatovy. 

Photo 2 : Graines de Keraudrenia 
macrantha 

RAZANADRASOA 
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Description morphologique 

macrantha est un arbuste hermaphrodite qui peut atteindre 5m de 

s et stipulées très longues atteignant 11,5cm de long et 22mm de 

t cylindriques. L’inflorescence est en petites cymes 

 capsule déhiscente (Arènes, 1959). La fructification se déroule 

novembre jusqu’au mois de mars. 

photo2) issues des fruits mûrs de couleur vert jaunâtre

s des graines germées in vitro ; 

Feuilles apparues après les feuilles cotylédonaires de plantules. 

III.1. RECOLTE ET CONSERVATION DES FRUITS  

Keraudrenia macrantha ont été récoltés au mois

dans les zones de défrichement du site d’exploitation minière d’Ambatovy. 

Keraudrenia Photo 3 : Fruits mûrs de 
macrantha [barre=5mm]

RAZANADRASOA 

Matériel et Méthodes 

qui peut atteindre 5m de haut. Les 

,5cm de long et 22mm de 

 composées de deux 

(Arènes, 1959). La fructification se déroule 

vert jaunâtre (photo 3), de  

au mois de décembre 2012 

dans les zones de défrichement du site d’exploitation minière d’Ambatovy.  

Fruits mûrs de Keraudrenia 
[barre=5mm] 
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         Ils ont été coupés avec leur pédoncule. Ensuite, ils sont mis dans un sac plastique sur 

lequel sont mentionnés la date et la zone de récolte ainsi que le code du pied mère. 

L’ensemble a été conservé dans une glacière à la température de +5°C jusqu’à la mise en 

culture.  

 

 III.2. PREPARATION DU MILIEU DE CULTURE 

Durant toutes les expérimentations, le milieu de base de Murashige et Skoog (1962), 

dilué de moitié (MS/2), additionné de vitamines, de 30g.l-1de saccharose, et solidifié par 

8g.l-1d’agar a été utilisé. Les compositions de ce milieu de base et des vitamines sont  

enregistrées en annexe IV. La préparation suit les quatre étapes suivantes : 

 

III.2.1. Préparation des solutions mères 

Pour faciliter la préparation du milieu de culture, des solutions mères ont été préparées 

préalablement (photo 4). Les macroéléments, les microéléments, les vitamines et les 

régulateurs de croissance ont été respectivement concentrés 50, 100, 100 et 100 fois. Puis, ils 

sont conservés au réfrigérateur à +4°C. Seule, la vitamine myo-inositol a été utilisée au 

moment de la préparation du milieu de culture.  

 

III.2.2. Ajustage du pH  

Le pH du milieu de culture a été ajusté de 5,5 à 5,6 avec une solution normale de NaOH 

ou HCl, à l’aide d’un pH-mètre (photo 5). 

 

III.2.3. Homogénéisation et coulage 

Après l’ajustage du pH, 8g.l-1 d’agar ont été additionnés dans le milieu de culture. Le 

mélange a été porté à l’ébullition jusqu’à ce qu’il présente une solution homogène. Le milieu 

est réparti dans des bocaux de culture à raison de 12ml/bocal. Puis, les bocaux sont fermés à 

l’aide de papier aluminium et scellés avec du parafilm. Le coulage a été effectué sous hotte à 

flux laminaire. 



  

 

III.2.4. Stérilisation du milieu de culture

 

Les milieux de culture sont stérilisés par autoclavage à 120°C pendant 20mn, sous une 

pression de 1bar (photo 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  III.3. GERMINATION DES GRAINES

 

   III.3.1 Milieu de 

Le milieu de culture utilisé pour la germination des graines 

milieu de base de Murashige et Skoog dilué 

croissance.  

 

III.3.2.Stérilisation des graines

Les graines ont été initialement lavées à l’eau courante et savonneuse. Puis, elles ont été 

désinfectées par trempage successif dans la solution d

additionnée de 2 gouttes de tween 20 pendant 60mn et dans de l’alcool 

1mn. Ensuite, les graines ont été trempées

(CaOCl2) de concentration 5%

celles utilisées par Ramamonjiarisoa, (2004) sur 

Photo 4 : Solutions mères 
préparées 
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Stérilisation du milieu de culture 

sont stérilisés par autoclavage à 120°C pendant 20mn, sous une 

III.3. GERMINATION DES GRAINES  

Milieu de germination 

Le milieu de culture utilisé pour la germination des graines in vitro

milieu de base de Murashige et Skoog dilué de moitié (MS/2), dépourvu des régulateurs de 

Stérilisation des graines 

initialement lavées à l’eau courante et savonneuse. Puis, elles ont été 

désinfectées par trempage successif dans la solution de mancozèbe 

outtes de tween 20 pendant 60mn et dans de l’alcool éthylique 

e, les graines ont été trempées dans la solution d’hypochlorite de calcium

5%. Les durées de trempage 10mn et 15mn s

Ramamonjiarisoa, (2004) sur Cinnamomum camphora (L)

Photo 5 : Ajustage du pH à 
l’aide du pH mètre 

Photo 6 :
milieux de culture

autoclavage

Matériel et Méthodes 

sont stérilisés par autoclavage à 120°C pendant 20mn, sous une 

in vitro est constitué du 

(MS/2), dépourvu des régulateurs de 

initialement lavées à l’eau courante et savonneuse. Puis, elles ont été 

e mancozèbe (fongicide) 2% 

éthylique 70° pendant 

solution d’hypochlorite de calcium 

sont les mêmes que 

(L). Finalement, les 

 Stérilisation des 
milieux de culture par 

autoclavage 
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graines ont été rincées 5 fois à l’eau distillée stérile et trempées dans de l’eau distillée stérile 

pendant 24h.  

III.3.3. Ensemencement des graines in vitro 

Les graines ont été ensemencées dans le milieu de base MS/2 dépourvu de régulateurs 

de croissance. Pour chaque temps de trempage (10mn et 15mn), dix répétitions ont été faites à 

raison de 10 graines par bocal. Au total, 200 graines ont été ensemencées. Les suivis ont été 

réalisés 2 fois par semaine jusqu’à l’obtention de plantules à feuilles bien formées.  

 

III.3.4. Paramètres étudiés 

Deux paramètres ont été évalués pour cette étude : 

- taux de contamination correspondant au pourcentage de graines contaminées 

selon la formule :  

 

 

                             Tc= taux de contamination 

- taux de germination correspondant au pourcentage de graines ayant germé, 

selon la formule : 

 

                  Nombre de graines germées 

Tg (%) =                                                                 X100 

                  Nombre total de graines ensemencées 

                         Tg : taux de germination 

 III.4. INDUCTION DES CALS 

L’objectif de cette expérimentation est d’obtenir le maximum des cals à partir de la 

feuille et de l’hypocotyle de Keraudrenia macrantha. 

                  Nombre de graines contaminées 

Tc (%) =                                                                X100 

                  Nombre total de graines ensemencées 
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III.4.1. Milieu d’induction 

  Le milieu d’induction de cals utilisé pour les deux types d’explants a été similaire au 

protocole utilisé par Fotso et al. (2008) sur l’embryogenèse somatique chez Baillonella 

toxisperma et Vitellaria paradoxa. L’auxine comme l’acide 2,4-dichlorophénoxyacétique 

(2,4-D) et la cytokinine telle que le 6-Benzylaminopurine (BAP) ont été utilisées. Sept types 

de milieu d’induction ont été étudiés (tableau 2). 

Tableau 2 : Différents types de milieu d’induction de cals de la feuille et de l’hypocotyle de 

Keraudrenia macrantha 

 

2,4-D : acide 2,4-dichlorophénoxyacétique ; 

BAP : 6-benzylaminopurine ; 

M : milieu d’induction 

 

III.4.2. Mise en culture 

  Deux explants ont été utilisés, la feuille et l’hypocotyle prélevés à partir des plantules 

de Keraudrenia macrantha, germées in vitro. 

 

a. Induction des cals à partir de la feuille 

Les deuxièmes feuilles néoformées (feuilles formées après les feuilles cotylédonaires) 

sont prélevées entièrement. Deux feuilles par bocal ont été mises en culture de façon à ce que 

la face inférieure soit en contact avec le milieu d’induction. Cinq répétitions ont été réalisées 

avec un total de 70 explants y compris ceux cultivés dans le milieu témoin. 

 

 

 

Type de milieu M0 M1 M2 M3 M4 M5 M6 

Concentration 

de régulateurs 

de croissance 

(mg.l-1) 

2,4-D 0 0,5 1 2 3 4 5 

BAP 0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
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a. Induction des cals à partir de l’hypocotyle 

  L’hypocotyle de Keraudrenia macrantha a été sectionnée en fragment de 1cm de long. 

Quatre fragments d’hypocotyle ont été placés sur chaque type de milieu d’induction. Le 

traitement a été répété 5 fois. Au total, 140 explants ont été cultivés. 

III.4.3. Paramètres étudiés 

  Pour les deux types d’explants, deux paramètres ont été évalués : 

- paramètre quantitatif : taux de callogenèse correspondant au nombre d’explants 

produisant des cals sur le nombre total d’explants cultivés ; 

- paramètre qualitatif : la couleur et la texture des cals obtenus permettant de 

distinguer le type de cals (embryogènes ou non embryogènes). 

 

 III.5. PROLIFERATION DE CALS EMBRYOGENES 

Cette phase consiste en la prolifération des cals embryogènes seulement alors que les 

cals non embryogènes n’ont pas été considérés à la suite de l’expérimentation. 

Les cals embryogènes sont reconnus par leurs couleurs, leurs aspects et leurs caractères 

histologiques. Ils ont été transférés sur le même milieu d’induction frais après avoir prélevé 

leur poids frais. Le poids frais initial et le poids frais final des cals ont été mesurés en 

conditions stériles sous hotte à flux laminaire. Le poids frais initial prélevé pour les cals issus 

de la feuille et de l’hypocotyle a été de 0,5g (photo 7). Des suivis par semaine ont été 

effectués. 
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                         III.5.1.Paramètre évalué 

 Les taux de croissance relative des cals embryogènes qui représentent leur prolifération 

ont été calculés sur la base de leur poids frais dans chaque milieu d’induction selon la formule 

de Bhaskaram et al., (1983). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

         III.6. MATURATION ET REGENERATION DE CALS EMBRYOGENES 

L’évolution des cals embryogènes, la régénération des cals après les divers stades 

d’évolutions (à partir de stade globulaire jusqu’au stade cotylédonaire) ont été étudiées. 

  

 

TCR �%� �
�	 
�����	 ������

�	 ������
X 100 

 

 

PF : Poids frais 

TCR : Croissance relative 
 

Photo 7 : Prélèvement des poids frais initial et final de cals embryogènes 

RAZANADRASOA 
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                       III.6.1. Milieu de culture 

Le milieu de régénération de cals embryogènes est constitué par MS/2 additionné de 

deux types de régulateur de croissance. Ces régulateurs de croissance sont composés d’une 

auxine qui est l’Acide Naphtalène Acétique (ANA) et d’une cytokinine constituée de 

6-Benzylaminopurine (BAP). Quatre types de milieu de régénération R0, R1, R2, R3, R4, qui 

diffèrent par leurs concentrations, ont été testés (tableau 3).  

Tableau 3 : Différents types de milieu de régénération des embryons somatiques de 

Keraudrenia macrantha 

 

ANA : Acide Naphtalène Acétique  

BAP : 6-Benzylaminopurine  

R : milieu de régénération 

 

                        III.6.2. Mise en culture 

Quel que soit le type d’explant utilisé (la feuille ou l’hypocotyle), les cals embryogènes 

friables, âgés de 60 jours ont été fragmentées en morceaux de 1cm2. Puis, ils ont été transférés 

dans le milieu de régénération. Trois fragments de cals ont été cultivés sur chaque type de 

milieu de culture avec 5 répétitions. 

 

III.6.3. Paramètres étudiés 

Deux paramètres ont été pris en considération : 

- Nombre de plantules régénérées à partir des embryons somatiques issus des 

explants foliaires et hypocotylaires ; 

- Evolution des embryons somatiques, du stade globulaire au stade cotylédonaire. 

 

Type de Milieu R0 R1 R2 R3 R4 

Régulateurs de 

croissance (mg.l
-1) 

ANA 0 0 0 0,1 0,1 

BAP 0 0,5 2 1 2 
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          III.7. ETUDE HISTOLOGIQUE DES CALS ET DES EMBRYONS 

SOMATIQUES 

Afin de mieux différencier les cals embryogènes et l’embryon somatique, cette étude 

consiste à déterminer leurs caractéristiques par le biais des coupes histologiques.  

 

III.7.1. Préparation de la coupe 

Les cals compacts et les embryons somatiques ont été tranchés en coupe fine de 10µm 

d'épaisseur à l’aide d’un microtome Reichert Jung (photo 8) tandis que les cals friables sont 

brisés à l’aide d’une pince fine. Les tranches fines ont été blanchies dans l’eau de Javel 100% 

pendant 3mn pour les embryons et 1mn seulement pour les cals (photo 9). Ensuite, les coupes 

sont rincées trois fois successives à l’eau distillée. La fixation de colorant a été faite par 

trempage des échantillons dans l’acide acétique pendant 2mn. Puis, une partie des 

échantillons est colorée au carmino vert (photo 10) et d’autres parties sont réservées au lugol 

(eau iodée). La préparation de carmino vert se trouve en annexe V. Enfin, elles sont montées 

entre lame et lamelle en présence d’une goutte d’eau glycérinée. Les observations ont été 

effectuées à l’aide de microkamlab de Bresser (photo 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Photo 8 : Coupe des cals et des 
embryons à l’aide de microtome 

Reichert Jung 

Photo 9 : Cals après traitement à l’eau 
de Javel 

RAZANADRASOA RAZANADRASOA 
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   III.7.2. Paramètres étudiés 

 Pour l’étude histologique des cals et des embryons somatiques, la forme, la taille et la 

couleur de cellules, les vacuoles et le cytoplasme ont été observés. 

 

          III.8. CROISSANCE ET ENRACINEMENT DES PLANTULES OBTENUES 

En vue d’obtenir une meilleure croissance et un enracinement optimal, les plantules 

régénérées à partir de l’embryogenèse somatique de la feuille et de l’hypocotyle de 

Keraudrenia macrantha ont été transférées sur le milieu de croissance et d’enracinement. 

 

III.8.1. Milieu de culture 

La croissance et l’enracinement du Keraudrenia macrantha ont été étudiés 

simultanément. Le milieu de base MS/2 additionné de 2g.l-1 de charbon actif et dépourvu des 

régulateurs de croissance a été choisi d’après l’étude préliminaire sur la croissance et 

l’enracinement in vitro des plantules de Keraudrenia macrantha. 

 

Photo 10 : Cals après coloration au 
carmino vert 

Photo 11 : Observation des cals et des 
embryons à l’aide de microkamlab de 

Bresser 

RAZANADRASOA RAZANADRASOA 
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III.8.2. Mise en culture 

Les plantules possédant des feuilles cotylédonaires issues de la germination 

d’embryon bipolaire ont été cultivées dans le milieu de croissance et d’enracinement. Quinze 

bocaux ont été utilisés en raison de deux explants par bocal soit un total de 30 explants y 

compris ceux cultivés dans le milieu témoin. 

 

III.8.3. Paramètres étudiés 

Trois paramètres ont été considérés, la taille moyenne des vitroplants, le nombre 

moyen de racines formées et la longueur moyenne des racines. 

 

 III.9. ACCLIMATATION 

Il s’agit de la dernière étape qui consiste à adapter progressivement les vitroplants 

enracinés aux conditions naturelles de culture. Les vitroplants de 4cm de longueur, ayant trois 

à cinq racines ont été acclimatés. 

 

III.9.1. Méthode d’acclimatation 

Les racines ont été débarrassées de la gélose, puis elles ont été rincées à l’eau de 

robinet. Les vitroplants ont été repiqués dans des pots remplis préalablement des substrats 

composés de terre latéritique, de litière et de sable de proportion (1/3, 1/3, 1/3). Chaque pot a 

été recouvert d’un plastique transparent. Cette technique a été adoptée afin de maintenir une 

humidité relative élevée avoisinant celle in vitro soit environ de 90%. Les observations ont été 

effectuées pendant 30 jours. L’aération progressive des vitroplants a été faite par perforation 

de la couverture de 2cm de diamètre après 5 jours. Le diamètre du trou a été augmenté de 2 

fois tous les 3 jours jusqu’au 30éme jours d’acclimatation. Trente vitroplants ont été acclimatés 

et l’essai a été répété 4 fois, soit au total, 120 vitroplants.  

III.9.2. Paramètre étudié 

Le taux de survie, une semaine après l’enlèvement total de la couverture, a été 

considéré comme paramètre d’évaluation. 



Matériel et Méthodes 

24 

  

IV. TRAITEMENT STATISTIQUE DES RESULTATS 

 

L’analyse des données est réalisée par des analyses de variance en utilisant le logiciel 

"STATITCF" Version 4. La séparation des groupes homogènes observés entre plusieurs 

moyennes est faite suivant le test de Newman-Keuls au seuil de probabilité de 5%. 

Tous les résultats exprimés en pourcentage ont été soumis à une transformation angulaire. La 

transformation angulaire est nécessaire parce que les résultats en pourcentage suivent la loi de 

Poisson et ne peuvent pas faire l’objet d’une analyse de variance (Dagnelie, 1980).Les 

formules utilisées pour les transformations angulaires sont les suivantes : 

y(x)=2* Arc sinus (racine (x/n)) 

Lorsque x=0 y(x)=2* Arc sinus (racine (1/4n)) 

Lorsque x=n y(x)=2* Arc sinus (racine (1-(1/4n)) 

 

Exemple : pour le taux de germination  

x : le nombre de graines germées ; n : le nombre de graines semées et viables. 

Pour chaque traitement, l’hypothèse nulle consiste à considérer que tous les niveaux du 

facteur étudié ont le même effet (Razanameharizaka, 2002). 



 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Troisième partie : 
RESULTATS ET INTERPRETATIONS 
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I. GERMINATION DES GRAINES 

     I.1. EFFETS DE LA DUREE DE TREMPAGE DE GRAINES DANS LA 

SOLUTION D’HYPOCHLORITE DE CALCIUM (CaOCl 2) 

                           I.1.1.Taux de contamination 

La figure 2 illustre l’effet de l’hypochlorite de calcium (CaOCl2) 5% sur le taux de 

contamination de graines relevé 5 jours après le semis de Keraudrenia macrantha.  

D’après les résultats obtenus, le taux de contamination est significativement plus bas avec la 

durée de trempage de 15mn, que celle de 10mn. Les taux sont respectivement de 34% et 9% 

pour la durée de 10mn et 15mn. 

                               

                         

Figure 2 : Effet de la durée de trempage de graines de Keraudrenia macrantha dans la 

solution d’hypochlorite de calcium (CaOCl2) sur le taux de contamination, 5 jours 

après le semis  

Les valeurs suivies de lettres différentes présentent une différence significative d’après le test de Newman et 

Keuls au seuil de 5%. 
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                           I.1.2.Taux de germination 

Les graines de Keraudrenia macrantha ont commencé à germer à partir de la deuxième 

semaine de la date de semis (photo 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le taux de germination de graines de Keraudrenia macrantha a varié de façon 

significative selon la durée de trempage de graines dans 5% de CaOCl2. Sur la figure 3, le 

taux de germination le plus élevé (63%) a été obtenu pour la durée de trempage de 10mn. Il a 

diminué à 42% lorsque les graines ont été stérilisées pendant 15mn. 

 

 

 

 

 

Photo 12 : Graines de Keraudrenia macrantha germées in vitro, 15 jours après le semis 

[barre=5mm] 

RAZANADRASOA 
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Figure 3 : Effet de la durée de trempage des graines de Keraudrenia macrantha dans la 

solution d’hypochlorite de calcium (CaOCl2) sur le taux de germination après  

                   15 jours de semis 

Les valeurs suivies de lettres différentes présentent une différence significative d’après le test de Newman et 

Keuls au seuil de 5%. 

 

II. INDUCTION DES CALS 

         II.1. EFFETS DES REGULATEURS DE CROISSANCE (2,4-D/ BAP) SUR LA 

CALLOGENESE A PARTIR DE LA FEUILLE ET DE L’HYPOCOTY LE  

Pour l’explant foliaire, les cals ont été observés après 7 jours de culture de feuilles sur 

les milieux d’induction. Les cals sont apparu au niveau du pétiole, puis, ils ont progressé le 

long des nervures et se sont étalés finalement sur le limbe. Au cours de la callogenèse, une 

décoloration des feuilles accompagnée de brunissement a été observée (photo 13). 

Pour l’explant hypocotyle, sur les milieux d’induction, la callogenèse a été déclenchée 

après les huit premiers jours de culture. Les explants ont commencé à gonfler légèrement au 

niveau des zones d'excision. Les cals sont apparus ensuite au niveau de ces zones et se sont 

développés pour couvrir la totalité de l’explant (photo14). 
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La figure 4 montre les taux de callogenèse issu

de Keraudrenia macrantha. Pour les deu

milieux additionnés simultanément de 2,4

le milieu témoin sans régulateur de croissance (M0

apparemment, les taux de callo

3mg.l-1 pour la feuille et 4mg.l-1

2,4-D a été supérieure à ces seuils.

En ce qui concerne la feuille,

dans les différents milieux notamment pour M1 et M5. 

cals (100%) sur le milieu additionné de 4mg.l

le faible taux (50%) a été obtenu dans le milieu 

BAP (0,5/0,5mg.l-1) (M1).  

Pour l’hypocotyle, aucune différence significative n’a

cals dans tous les milieux additionnés de 0,5mg.l

(M1, M2, M3, M5 et M6). Néanmoins, 

le milieu additionné de 3mg.l-

(70%) a été enregistré dans le milieu conten

(0,5/0,5mg.l-1) (M1). 

 

Photo 13 : Cals issus de la 

Keraudrenia macrantha après 20 

de culture sur le milieu d’induction 

M4 [Barre=5mm]

RAZANADRASOA 
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re les taux de callogenèse issues des explants foliaires et hypocotylaires 

. Pour les deux types d’explants, les cals ont été formé

milieux additionnés simultanément de 2,4-D et de BAP. Par contre, aucun cal n’a été formé sur 

le milieu témoin sans régulateur de croissance (M0). En tenant compte de la teneur en 2,4

callogenèse ont augmenté avec la concentration 
1 pour l’hypocotyle. Ces taux ont diminué lors

à ces seuils. 

la feuille, il y a une différence significative sur la formation des cals 

milieux notamment pour M1 et M5. Tous les explants foliaires ont produit de

e milieu additionné de 4mg.l-1 de 2,4-D et de 0,5mg.l-1 de BAP (M5)

a été obtenu dans le milieu contenant la même concentration en 2,4

l’hypocotyle, aucune différence significative n’a été observée sur la formation des 

cals dans tous les milieux additionnés de 0,5mg.l-1 à 5mg.l-1 de 2,4-D avec 0,5mg.l

Néanmoins, le taux de callogenèse obtenu a été élevé (100%) 
-1de 2,4-D et de 0,5mg.l-1de BAP(M4) tandis que

dans le milieu contenant la même concentration en 2,4

la feuille de 

après 20 jours 

sur le milieu d’induction 

] 

Photo 14 : Cals issus de l’hypocotyle de

Keraudrenia macrantha après 20 

de culture sur le milieu d’induction M2 

[Barre=5mm] 

RAZANADRASOA 

Résultats et Interprétations 

des explants foliaires et hypocotylaires 

les cals ont été formés dans tous les 

D et de BAP. Par contre, aucun cal n’a été formé sur 

). En tenant compte de la teneur en 2,4-D, 

avec la concentration jusqu’au seuil de 

lorsque la teneur en 

ive sur la formation des cals 

Tous les explants foliaires ont produit des 

de BAP (M5) alors que 

même concentration en 2,4-D et en 

sur la formation des 

D avec 0,5mg.l-1 de BAP 

le taux de callogenèse obtenu a été élevé (100%) dans 

tandis que le faible taux 

la même concentration en 2,4-D et en BAP 

s de l’hypocotyle de 

après 20 jours 

de culture sur le milieu d’induction M2 
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Figure 4 : Effets des régulateurs de croissance (2,4-D/ BAP) sur la formation des cals à partir 

de la feuille et de l’hypocotyle de Keraudrenia macrantha après 30 jours de culture 

M0: témoin; M1: 2,4-D (0,5mg.l-1) + BAP (0,5mg.l-1) ; M2: 2,4-D (1mg.l-1) + BAP 

(0,5mg.l-1); M3: 2,4-D (2mg.l-1) + BAP (0,5mg.l-1); M4: 2,4-D (3mg.l-1) + BAP (0,5mg.l-1); M5: 2,4-D (4mg.l-1) + 

BAP (0,5mg.l-1); M6: 2,4-D (5mg.l-1) + BAP (0,5mg.l-1) 

Les valeurs suivies de différente lettre présentent une différence significative d’après le test de Newman et Keuls 

au seuil de 5%. 

 

          II.2. MORPHOLOGIE DES CALS 

D’après les résultats obtenus, la combinaison de 2,4-D et BAP ainsi que leurs 

concentrations ont une influence sur l’aspect morphologique et le caractère embryogénique 

des cals. Les photos 15, 16, 17, 18, 19, 20 montrent la morphologie des cals obtenus dans les 

différents types de milieu d’induction. Ces cals sont classés suivant leur texture et leur 

couleur. Les cals friables blancs sont embryogènes alors que les cals compacts verts, friables 

jaunâtres, poudreux blancs sont non embryogènes. 

� Les cals embryogènes friables blancs sont obtenus dans les milieux contenant de 

 0,5mg.l-1de BAP additionnés respectivement de 1 à 3mg.l-1de 2,4-D (M2, M3, M4) pour la 

feuille et de 0,5 à 2mg.l-1de 2,4-D (M1, M2, M3) pour l’hypocotyle. 
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� Les cals non embryogènes :  

o les cals issus de la feuille sont compacts et verts dans les milieux  M1 et M2 

contenant 0,5mg.l-1de BAP additionnés respectivement de 0,5 et de 5mg.l-1de 

2,4-D. Ils sont friables, jaunâtres dans le milieu additionné de 0,5mg.l-1de BAP 

avec 4mg.l-1 de 2,4-D (M5). 

o Pour l’hypocotyle, les cals compacts verts ou verts avec tâches rougeâtres sont 

obtenus dans les milieux M4 et M6 contenant 0,5mg.l-1de BAP additionnés 

respectivement de 3mg.l-1 et de 5mg.l-1de 2,4-D. Les cals poudreux blancs ont 

été formés dans le milieu additionné de 0,5mg.l-1de BAP avec 4mg.l-1de 2,4-D 

(M5). 

� Aucun cal n’a été formé dans le milieu témoin M0 ni à partir de l’hypocotyle ni à 

partir de la feuille. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Photo 15 : Cals friables blancs 
embryogènes issus de l’hypocotyle 

sur le milieu d’induction M2 
[barre=5mm] 

Photo 16 : Cals friables blancs 
embryogènes issus de la feuille sur le 
milieu d’induction M3 [barre=5mm] 

RAZANADRASOA RAZANADRASOA 
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M0: témoin; M1: 2,4-D (0,5mg.l-1) + BAP (0,5mg.l-1) ; M2: 2,4-D (1mg.l-1) + BAP(0,5mg.l-1); M3: 2,4-D 

(2mg.l-1) + BAP (0,5mg.l-1); M4: 2,4-D (3mg.l-1) + BAP (0,5mg.l-1); M5: 2,4-D (4mg.l-1) + BAP (0,5mg.l-1); M6: 

2,4-D (5mg.l-1) + BAP (0,5mg.l-1) 

 
 

Photo 17 : Cals compacts verts non 
embryogènes issus de la feuille sur 

le milieu d’induction M1 
[barre=5mm] 

Photo 18 : Cals compacts verts avec 
des tâches rougeâtres non 

embryogènes issus de l’hypocotyle 
sur le milieu d’induction M4 

[barre=5mm] 

Photo 19 : Cals friables jaunâtres 
non embryogènes issus de la 

feuille, sur le milieu d’induction 
M5 [barre=5mm] 

Photo 20 : Cals compacts verts non 
embryogènes issus de l’hypocotyle 

sur le milieu d’induction M6 
[barre=5mm] 
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           II.3. PROLIFERATION DES CALS EMBRYOGENES ISSUS DE LA FEUILLE 

ET DE L’HYPOCOTYLE 

La prolifération des cals embryogènes a été représentée par le taux de croissance 

relative qui est obtenu par le rapport du poids frais final et du poids fais initial des cals après 

avoir transférés ces cals sur le même milieu d’induction frais pendant 60 jours. 

   - Prolifération des cals embryogènes issus de la feuille 

 La figure 5 présente le taux de croissance relative des cals issus de la feuille de 

Keraudrenia macrantha pendant 60 jours sur les milieux de prolifération. Le milieu contenant 

1mg.l-1de 2,4-D et 0,5mg.l-1de BAP (M2) a représenté une différence significative face aux 

deux autres milieux additionnés de 2mg.l-1de 2,4-D et de 0,5mg.l-1 de BAP pour M3 et de 

3mg.l-1de 2,4-D et de 0,5mg.l-1de BAP pour M4. Le taux de croissance relative élevé (46,4%) 

a été obtenu dans le milieu contenant 3mg.l-1 de 2,4-D et 0,5mg.l-1de BAP (M4) tandis que le 

faible taux de croissance relative (12,8%) a été observé sur le milieu additionné de 1mg.l-1de 

2,4-D et de 0,5mg.l-1 de BAP (M2).  

 

                         

Figure 5 : Taux de croissance relative des cals issus de la feuille de Keraudrenia macrantha 

après 60 jours sur les milieux de prolifération 

M2 : 2,4-D (1mg.l-1) + BAP (0,5mg.l-1) ; M3 : 2,4-D (2mg.l-1) + BAP (0,5mg.l-1) ; M4 : 2,4-D 

(3mg.l-1) + BAP (0,5mg.l-1) 

Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas une différence significative d’après le test de Newman et 

Keuls au seuil de 5%. 
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- Prolifération des cals embryogènes issus de l’hypocotyle 

La figure 6 illustre le taux de croissance relative moyenne des cals issus de 

l’hypocotyle de Keraudrenia macrantha. La prolifération des cals s’est manifestée 

différemment selon la concentration de 2,4-D, respectivement de 0,5mg.l-1, 1mg.l-1 et 2mg.l-1 

(M1, M2 et M3) dans les trois types de milieux de prolifération. Plus la concentration 

d’auxine 2,4-D dans le milieu est élevée, plus le taux de prolifération de cals est grand. Les 

résultats enregistrés après 60 jours sur les milieux de prolifération de cals ont montré que le 

milieu additionné de 2mg.l-1 de 2,4-D et de 0,5mg.l-1 de BAP (M3) a présenté le taux de 

prolifération le plus élevé de 82,8%. Il a été suivi par les milieux renfermant 2mg.l-1 de 2,4-D 

et  0,5mg.l-1 de BAP (M2) ; 1mg.l-1 de 2,4-D et 0,5mg.l-1 de BAP (M1) dont les taux de 

prolifération ont été respectivement de 46,4% et de 18%. 

                     

Figure 6 : Taux de croissance relative des cals issus de l’hypocotyle de Keraudrenia 

macrantha après 60 jours sur les milieux de prolifération 

M1 : 2,4-D (0,5mg.l-1) +BAP (0,5mg.l-1) ; M2 :2,4-D (1mg.l-1) +BAP (0,5mg.l-1) ; M3 :2,4-D (2mg.l-1) +BAP 

(0,5mg.l-1) 

Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas une différence significative d’après le test de Newman et 

Keuls au seuil de 5%. 
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III. REGENERATIONET MATURATION DE CALS EMBRYOGENES 

 

           III.1. INFLUENCE DE LA COMBINAISON D’ANA /BAP SUR LA 

REGENERATION DES EMBRYONS SOMATIQUES ISSUS DE FEUILLES ET 

D’HYPOCOTYLES 

  La figure 7 montre les nombres moyens des embryons somatiques régénérés à partir 

des explants foliaires et hypocotylaires de Keraudrenia macrantha après 80 jours de culture. 

Ces nombres varient avec la concentration d’ANA et de BAP dans le milieu de régénération. 

Les deux explants se sont comportés de la même manière vis-à-vis des régulateurs de 

croissance. En effet, le nombre moyen des embryons somatiques régénérés sur les milieux 

pourvus à la fois d’ANA et de BAP (R3, R4) est toujours significativement supérieurs à celui 

du milieu de régénération additionné exclusivement de BAP (R1, R2) et à celui le milieu 

témoin (R0). 

 Pour les deux types d’explants, aucune différence significative n’a été observée quant 

aux nombres moyens des embryons régénérés sur le milieu renfermant 0,1mg.l-1 d’ANA et 

1mg.l-1 de BAP (R3) alors que cette différence devient significative avec le milieu R4. Le 

nombre de plantules régénérées sont respectivement de 11,2 et de 8,4 pour les feuilles et les 

hypocotyles. 

 En ce qui concerne les milieux additionnés exclusivement de 0,5mg.l-1 et de 2mg.l-1 de 

BAP (R1, R2), le nombre d’embryons régénérés a augmenté avec la concentration de BAP. Il 

est en moyenne de 2 à 4,4 pour les explants foliaires et de 1,4 à 3,8 pour ceux de l’hypocotyle. 

 Dans le milieu sans régulateurs de croissance (M0) le nombre d’embryons somatiques 

régénérés est très réduit. Ils ont été seulement de 0,6 pour les explants foliaires et de 0,2 pour 

les hypocotyles. 
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Figure 7 : Influence des régulateurs de croissance (ANA/BAP) sur la régénération des     

embryons somatiques issus de feuille et d’hypocotyle de Keraudrenia 

macrantha 

R0 ; R1 : BAP (0,5mg.l-1) ; R2 : BAP (2mg.l-1) ; R3 : ANA (0,1mg.l-1) + BAP (1mg.l-1); R4: ANA 

 (0, 1mg.l-1) + BAP (2mg.l-1) 

Les valeurs représentent la moyenne ± écart type. Les valeurs suivies de différente lettre présentent une 

différence significative d’après le test de Newman et Keuls au seuil de 5%. 

 

         III.2. EVOLUTION DES EMBRYONS SOMATIQUES D U STADE 

GLOBULAIRE AU STADE COTYLEDONAIRE 

Les cals embryogènes friables (photo 21) provenant des explants foliaires et 

hypocotylaires, âgés de 60 jours se sont développés puis individualisés pour avoir une forme 

bien différenciée globulaire ou ovale, 35 jours après la culture (photo 22). La couleur initiale 

des cals, blanche est devenue verte jaunâtre puis, verte durant la phase de maturation. A partir 

de 72 jours, l’embryon bipolaire a eu une forme allongée avec deux parties bien distinctes: la 

partie supérieure verte et la partie inférieure blanche (photo 23). La partie apicale a évolué, 

puis la feuille cotylédonaire est apparue après 80 jours. De même, la partie basale s’est 

différenciée en véritable racine. L’entrée en activité des deux parties marque la naissance 

d’une plantule (photo 24). 
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         III.3. COUPES HISTOLOGIQUES AU NIVEAU DES CALS ET DES 

EMBRYONS SOMATIQUES 

La taille, la forme, la couleur, la vacuole et le cytoplasme des cellules des cals et des 

embryons somatiques ont été observés suivant les coupes histologiques. Selon les résultats, 

deux types des cals ont été obtenus. Ce sont des cals non embryogènes et des cals 

embryogènes. 

Photo 21 : Cals friables de 
Keraudrenia macrantha 

[barre=5mm] 

Photo 22 : Cals au stade globulaire 
de Keraudrenia macrantha 

[barre=5mm] 

Photo 23 : Embryons bipolaires de 
Keraudrenia macrantha 

[Barre=5mm] 

Photo 24 : Plantule de Keraudrenia 
macrantha [barre=5mm] 

 

RAZANADRASOA 

RAZANADRASOA 
RAZANADRASOA 

RAZANADRASOA 
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Les cellules des cals non embryogènes sont grandes, polyédriques à cytoplasme 

dépourvu du noyau, coloré au carmino vert et au lugol (photo 25 et photo 26). 

Les cellules des cals embryogènes sont de petites tailles, polyédriques pourvues de 

noyaux bien visibles (indiqués par les flèches) au carmino vert ou au lugol. Les cytoplasmes 

sont colorés en jaune au lugol (photo 27 et photo 28). Les deux parties, apicale et basale ont 

été observées sur la coupe longitudinale de l’embryon au stade bipolaire (photo29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Photo 27 : Structure anatomique de cals 
embryogènes colorés au carmino vert 

(× 100) 

Photo 26 : Structure anatomique de cals 
non embryogènes colorés au lugol 

(× 100) 

Photo 25 : Structure anatomique de cals 
non embryogènes colorés au carmino vert 

(× 100) 

Photo 28 : Structure anatomique de cals 
embryogènes colorés au lugol (x100) 
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 IV. CROISSANCE ET ENRACINEMENT DE PLANTULES DE 

Keraudrenia macrantha 

 

             IV.1. CROISSANCE DES PLANTULES 

 Les plantules possédant deux feuilles cotylédonaires issues de la germination 

d’embryons bipolaires ont été cultivées dans le milieu dépourvu des régulateurs de croissance 

mais additionné de 2mg.l-1 de charbon actif. La figure 7 montre la croissance moyenne des 

plantules de Keraudrenia macrantha pendant 30 jours. La présence du charbon actif (C1) 

dans le milieu de culture a influencé la croissance en longueur des plantules (photo 30). La 

longueur maximale moyenne des plantules dans ce milieu a été de 5,13cm contre 1,23cm dans 

le milieu témoin dépourvu de charbon actif (C0). 

Photo 29 : Coupe longitudinale d’un embryon bipolaire coloré au carmino 
vert (×400) 

 

Partie apicale 

Partie basale 

RAZANADRASOA 
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Figure 8 : Influence du charbon actif sur la croissance in vitro des plantules de Keraudrenia 

macrantha après 30 jours de culture 

C0 : Témoin ; C1 : MS/2 + 2g.l-1 du charbon actif 

Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas une différence significative d’après le test de Newman et 

Keuls au seuil de 5%. 
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Photo 30 : Vitroplant de Keraudrenia macrantha âgés de 30 jours [barre=5mm] 

RAZANADRASOA 
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 IV.2. ENRACINEMENT DES PLANTULES 

Le nombre et la taille de racines de Keraudrenia macrantha après 30 jours de culture 

sont présentés dans le tableau 4. Par rapport au milieu témoin, le charbon actif a eu une 

influence positive significative sur la rhizogenèse des plantules de Keraudrenia macrantha. 

Les racines obtenues sur le milieu de culture additionné de 2g.l-1charbon actif (C1) ont été 

plus nombreuses (en moyenne, 3,66 /plantule) par rapport à celles produites sur le milieu (C0) 

dépourvu de charbon actif (1,36/plantule).  

Concernant la longueur des racines, les plantules cultivées sur le milieu additionné de 

2g.l-1 de charbon actif (C2) ont atteint une longueur maximale moyenne de 4,03cm. La 

longueur des racines a été très réduite (1,7cm) sur le milieu sans charbon actif (C0). 

Tableau 4 : Nombre et longueur moyens des racines de Keraudrenia macrantha après 30 

jours de culture 

 

Type de 

milieu 

Nombre moyen de 

racines/explant 

Longueur moyenne des racines 

(cm) 

C0 1, 37± 0,35 b 1,7± 0,67 b 

C1 3,67± 1,35 a 4,03± 1,14a 

C0 : Témoin ; C1 : MS/2 + 2g.l-1du charbon actif  

Pour chaque colonne, les valeurs représentent la moyenne ± écart type. Les valeurs suivies de différente lettre 

présentent une différence significative d’après le test de Newman et Keuls au seuil de 5%. 

 

V. ACCLIMATATION 

Le taux de survie de Keraudrenia macrantha est enregistré dans le tableau 6. Ce taux 

s’est élevé jusqu’à 77,5% deux semaines après l’enlèvement total de la couverture en 

plastique (photo 31). 

 

 

 



 

Tableau 5 : Taux de survie des plantules acclimatées de

37 jours d’acclimatation 

Espèce 

Keraudrenia macrantha

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Photo 31 : Plantules de 

d’acclimatation [barre=5

RAZANADRASOA 
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ie des plantules acclimatées de Keraudrenia macrantha

Taux de survie des plantules (%)

macrantha 77,5 

Plantules de Keraudrenia macrantha acclimatées après 3

d’acclimatation [barre=5mm] 

Résultats et Interprétations 

crantha après 

Taux de survie des plantules (%) 

 

acclimatées après 37 jours 
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Le meilleur taux de germination de graine de Keraudrenia macrantha (63%) a été 

obtenu avec la désinfection des graines dans 5% d’hypochlorite de calcium(CaOCl2) pendant 

10mn. Ces résultats sont similaires à ceux obtenus par Vejsadova (2006) sur la germination 

des orchidées terrestre. 

Ce résultat pourrait être dû d’une part, à l’effet de cette solution désinfectante qui n’a 

pas gêné le processus de la germination car les cellules n’ont pas été altérées. En effet, 

l’hypochlorite de calcium ne pénètre pas profondément dans les graines (Boxus, 1995 ; 

Solofoarivelo, 2000 ; Ephrem, 2012). D’autre part, la germination des graines pourrait être 

liée aux facteurs favorables à la germination des graines. En effet, une graine doit rencontrer 

un environnement favorable caractérisé par un taux d’humidité élevé, une plage de 

température particulière, la présence d’oxygène et la présence ou l’absence de lumière 

(L’huillier et al., 2010). 

En outre, le trempage de graines dans l’eau distillée pendant 24h aurait favorisé le 

ramollissement du tégument de la graine en le rendant plus perméable à l’eau. La germination 

n’est pas possible si la structure du tégument inhibe la pénétration de l’eau jusqu' à l’embryon 

(Haggar et al., 1971). Selon L’huillier et al. (2010), l’entrée d’eau pourrait stimuler la levée 

de dormance embryonnaire de la graine. 

Selon les résultats obtenus, 100% des explants (foliaire et hypocotylaire) ont généré des 

cals sur les milieux pourvus de la combinaison de 0,5mg.l-1 de BAP avec 3 à 4mg.l-1de 2,4-D. 

Ces résultats ressemblent à ceux obtenus par Fotso et al. (2008) chez Baillonella toxisperma 

et Vitellaria paradoxa, à partir des fragments de feuille. L’induction des cals dominerait 

l’effet synergique ou complémentaire des auxines et des cytokinines. La combinaison 

cytokinines / auxines pourrait intervenir à la division cellulaire des explants cultivés. En effet, 

les auxines assurent la duplication des acides désoxyribonucléiques (ADN) et les cytokinines 

permettent la séparation des chromosomes (Augé et al., 1984; Khanam et al., 2000; 

Ramiliarisoa; 2003; Rakotoarisoa, 2013). 

Les cals non embryogènes sont caractérisés par des textures compacte de couleur verte, 

jaune sur les milieux M1, M5 et M6 pour la feuille et pour l’hypocotyle, de couleur jaune sur 

le milieu M6, verte sur le milieu M4 et verte avec tâche rougeâtre sur le milieu M5. 

Histologiquement, les cellules non embryogènes ont montré des cytoplasmes dépourvus de 

noyau. Ces résultats sont en accord à ceux obtenus par Kouadio et al. (2004) sur Gossypium 

hirsutum L. 
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En ce qui concerne les cals embryogènes, ils sont caractérisés morphologiquement par 

la couleur blanche et la texture friable. Ces cals ont été obtenus sur les milieux ajoutés de 

1mg.l-1 à 3mg.l-1de 2,4-D avec 0,5mg.l-1de BAP (M2, M3 et M4) pour la feuille et sur les 

milieux renfermant de 0,5mg.l-1à 2mg.l-1de 2,4-D avec 0,5mg.l-1de BAP (M1, M2 et M3) pour 

l’hypocotyle. En histologie, les cals ont été caractérisés par des cellules qui ont des noyaux et 

des cytoplasmes bien visibles au carmino vert ou au lugol. Ces résultats sont similaires à ceux 

obtenus par Kouadio et al. (2004) sur Gossypium hirsutum L. 

Les travaux de Kouakou et al. (2009) sur Gossypium hirsutum L. ont montré que les 

cellules embryogènes seraient plus aptes à exprimer leur totipotence à régénérer plus 

rapidement les embryons somatiques. Ainsi la friabilité des cals indiquerait la réactivité ou la 

sensibilité différentielle des tissus en embryons somatiques. 

Quant à la maturation et à la régénération des embryons somatiques, les cals 

embryogènes ont évolué au fur et à mesure des subcultures successives. Cela pourrait être dû 

à l’effet stimulant des régulateurs de croissance qui favorise la multiplication et 

l’agrandissement des cellules embryogènes. En effet, la maturation des embryons réussirait 

lorsque les cals embryogènes ont été transférés dans le milieu de culture riche en cytokinine 

(BAP) et pauvre en auxine (ANA) ou en ajoutant 30g.l-1de saccharose dans le milieu de 

culture. Cette étape correspond à une succession de transformations physiologiques et 

biochimiques rendant possible la germination ultérieure de l'embryon. 

Le transfert des vitroplants de Keraudrenia macrantha issus de la régénération des 

embryons somatiques dans le milieu sans régulateurs de croissance mais pourvu de 2g.l-1de 

charbon actif a favorisé leur croissance (5,13cm) et leur enracinement (3.66/ plantule et 

4,03cm de longueur). 

Ces résultats recoupent ceux obtenus par Naydenov et al., (2006) sur Pinus banksiana  

Lamb.et par Damiano, (1980) sur la micropropagation de Fraisiers. A part, le saccharose, le 

charbon actif fournirait une source de carbone nécessaire à la synthèse des substances 

organiques favorisant la croissance des vitroplants. En outre, selon Damiano (1980), 

l’addition de charbon actif au milieu d’enracinement réduit le temps nécessaire à l’émission 

des racines et accélère leur croissance. 

La présence de bourgeons produisant une grande quantité d’auxines (endogène) 

circulant de haut en bas pourrait aussi améliorer la rhizogenèse (Von Aderkas et al., 2002; 

NAZ et al., 2007; Ephrem., 2012). 
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En conclusion, la régénération de Keraudrenia macrantha via la technique de 

l'embryogenèse somatique a été mise au point. Les explants utilisés (feuille et hypocotyle) au 

cours de l’expérimentation réagissent à la callogenèse puis cette dernière se régénère en 

plantule en fonction des différents milieux de culture. D’où la similitude de la réactivité de 

deux types d’explants vis-à-vis des milieux de culture sur la régénération de Keraudrenia 

macrantha par l’embryogenèse somatique a été vérifiée.  

Il ressort de ce travail que la stérilisation de surface des graines de Keraudrenia 

macrantha dans la solution d’hypochlorite de calcium 5% pendant 15mn a permis d’obtenir 

un taux de contamination le plus faible (9%). Cependant, le taux de germination le plus élevé 

(63%) a été obtenu avec un trempage dans l’hypochlorite de calcium pendant 10mn. 

Concernant la callogenèse, les explants foliaires et hypocotylaires ont engendré 100% 

de cals sur les milieux renfermant respectivement 4mg.l-1et 3mg.l-1de 2,4-D avec 0,5mg.l-1de 

BAP (M5 et M4). 

L’étude morphologique des cals a permis de mettre en exergue que la combinaison de 

2,4-D et BAP ainsi que leurs concentrations ont une influence sur la morphologie et le 

caractère embryogénique des cals : les cals embryogènes sont de couleur blanche et à texture 

friable. Pour les explants foliaires, les milieux additionnés de 1mg.l-1 à 3mg.l-1 de 2,4-D avec 

0,5mg.l-1 de BAP (M2, M3, M4) ont permis d’obtenir des cals embryogènes. D’un autre côté, 

pour les hypocotyles, une légère augmentation de la concentration en 2,4-D dans les milieux 

contenant entre 0,5mg.l-1 et 2mg.l-1de 2,4-D avec 0,5mg.l-1de BAP (M1, M2, M3) a engendré 

des cals embryogènes. 

Histologiquement, ces cals embryogènes sont caractérisés par de petites cellules 

polyédriques à cytoplasme pourvu de noyau bien visible. Alors que les cals non embryogènes 

se reconnaissent à leur couleur verte ou verte avec tâches rougeâtres et à leur texture 

compacte ou poudreuse. Ils sont caractérisés par de grandes cellules polyédriques à 

cytoplasme dépourvu de noyau.  

En ce qui concerne la prolifération des cals, elle est représentée par un taux de 

croissance relative qui augmente avec la concentration de 2,4-D/BAP dans le milieu 

d’induction frais et selon le type d’explant. Le taux de croissance relative des cals a été 

maximal (82,8%) pour les hypocotyles dans le milieu ajouté de 2mg.l-1 de 2,4-D avec  
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0,5mg. l-1 de BAP. Pour les feuilles, le taux de prolifération le plus élevé (46,4%) a été 

largement inférieur à celui des hypocotyles. Il a été enregistré dans le milieu contenant 

 3mg.l-1de 2,4-D et 0,5mg.l-1de BAP. 

Quant à la régénération des embryons, la combinaison de deux régulateurs de croissance 

ANA et BAP a favorisé la régénération des embryons somatiques à l’état bipolaire. Sur les 

milieux pourvus de 0,1mg.l-1d’ANA avec 2mg.l-1de BAP (R4), les embryons régénérés issus 

des explants foliaires ont été plus nombreux (en moyenne, 11,2) par rapport à ceux des 

hypocotyles (en moyenne, 8,4). 

Concernant la croissance et l’enracinement des vitroplants issus de l’embryogenèse 

somatique de Keraudrenia macrantha, par rapport au milieu témoin, la présence du charbon 

actif dans le milieu de culture a eu une influence positive sur la croissance en longueur et sur 

la rhizogenèse. La croissance en longueur des vitroplants a été en moyenne de 5,1cm et le 

nombre moyen de racines a été de 3,6 avec une longueur maximale moyenne de 4cm. 

Durant la phase d’acclimatation des plantules de Keraudrenia macrantha, le taux de 

réussite de l’acclimatation enregistré est élevé (77,5%). Ainsi, les conditions d’acclimatation 

ont été adéquates puisque les plantules acclimatées étaient vigoureuses, saines et ne 

présentaient aucune anomalie morphologique. 

 

Au terme de cette étude, quelques perspectives de recherche méritent d’être envisagées : 

� études moléculaires sur le passage au stade de cals qui provoquerait 

l’hétérogénéité du patrimoine génétique des plantules régénérées (diversité 

génétique) ; 

� investigations sur les autres techniques de régénération in vitro (culture de 

méristèmes et/ou de protoplasme…), et de conservation in vitro (banque de 

gènes in vitro et cryoconservation) ; 

� élargissement de la technique de l’embryogenèse somatique sur d’autres 

explants ou d’autre taxon ; 

� mise au point de la technique de la réintroduction in situ et suivi comportemental 

des plants de Keraudrenia macrantha issus de la régénération par embryogenèse 

somatique. 
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ANNEXE I :  Carte du site min

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Carte 1 : Localisation

i 

Carte du site minier d’Ambatovy 

: Localisation du site miner d’Ambatovy (Berner et al., 

Annexes 

 2009) 
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ANNEXE II :  Variation mensuelle de la précipitation et de la température en 2010 du site 
Ambatovy 

Mois Jan. Fév. Mars Avr. Mai Juin Juil. Août Sep. Oct. Nov. Déc. 

Précipitation 

(mm) 

253 227,2 173,4 68,2 44,4 38,4 58 50,2 28 60,9 143,6 255,3 

Température 

moyenne 

(°C) 

21 21,4 20,6 18,7 16,2 14,3 13,6 13,9 15,2 17,3 18,5 20,2 

(Source : http: //9) 

ANNEXE III : Coordonnées géographiques de Keraudrenia macrantha 

Code Taxon Latitude Longitude 

S49-Ni- AMP-1 Keraudrenia macrantha 18° 51’ 45’’ 48° 15’ 06,2’’ 

S49-Ni- AMP-2 Keraudrenia macrantha 18° 51’ 23,9’’ 48° 15’ 06,3’’ 

S49-Ni- AMP-3 Keraudrenia macrantha 18° 51’ 23,7’’ 48° 15’ 06,2’’ 

S49-Ni- AMP-4 Keraudrenia macrantha 8° 51’ 23,5’’ 48° 15’ 06,4’’ 

S49-Ni- AMP-5 Keraudrenia macrantha 18° 51’ 23,5’’ 48° 15’ 06,4’’ 

S49-Na-ZANA3-1 Keraudrenia macrantha 18° 43’ 41,3’’ 48° 19’ 34,4’’ 

S49-Na-ZANA3-2 Keraudrenia macrantha 18° 43’ 41,4’’ 48° 19’ 34,3’’ 

S49-Na-ZANA3-3 Keraudrenia macrantha 18° 48’ 39,5’’ 48° 19’ 35,4’’ 

S49-Na-ZANA3-4 Keraudrenia macrantha 18° 48’ 39,7’’ 48° 19’ 35,6’’ 

S49-Na-ZANA3-5 Keraudrenia macrantha 18° 48’ 39,6’’ 48° 19’ 35,5’’ 

S49-Na-ZANA3-6 Keraudrenia macrantha 18° 48’ 23,8’’ 48° 19’ 50,3’’ 
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ANNEXE IV : Composition de milieu de base de Murashige et Skoog (1962) et des 
vitamines 

Macroéléments (mg. l-1) 

CaCl2, 2H2O 440,00 

KH2PO4 170,00 

KN03 1900,00 

MgSO4, 7 H2O 370,00 

NH4NO3 1 650,00 

Microéléments (mg. l-1) 

CoCl2. 6H2O 0,025 

CuSo4. 5H2O 0,025 

H3BO3 6,2 

Kl 0,83 

MnSO4. 4 H2O 22,3 

Na2MoO4. 2H2O 0,25 

ZnSO4. 7H2O 8,60 

Ions chélateurs (mg. l-1) 

FeSO4. 7H2O 27,8 

Na2EDTA 37,3 

Vitamine (mg. l-1) 

Glycine 2,00 

Myo- inositol 100,00 

Acide nicotinique 0,50 

Pyridoxine 0,50 

Thiamine 0,10 

(Source: Murashige et Skoog, 1962) 
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ANNEXE V :  Préparation des colorants (carmino-vert de Mirande) 

 

 

 

 

 

(Source: http : //10) 

 

Dissoudre 6g de carmin+12g d’alun de potassium dans 200ml d’eau 

distillée ; 

Chauffer à feu doux 

Ajouter 0,4g de vert d’iode + 200ml d’eau distillée; 

Porter à ébullition puis laisser refroidir et filtrer. 
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ABSTRACT 
 

Keraudrenia macrantha was regenerated by the method of somatic embryogenesis. 
This method is an effective mean for the preservation and propagation of endangered species. 
Keraudrenia macrantha is an endemic monospecific shrub of Madagascar. It is listed as 
SOCs (Species Of Concern) that is only found on the Ambatovy mining footprint or only one 
or two other sites in Madagascar. 

The reactivities of the two types of explants, leaves and hypocotyls, via this 
technique were studied. A culture medium of Murashige and Skoog half strength (MS/2) 
supplemented with 8% agar, 2.4-D / BAP for callogenesis and callus proliferation, ANA / 
BAP for the maturation and the formation of somatic embryos on the callus and 2mg.l-1of 
active charcoal for growth and rooting of seedlings was used. 

In vitro disinfection and seedling were obtained. Soaking time of 10 min in a calcium 
hypochlorite solution 5% permitted to obtain the best germination rate 63%. The embryonic 
callus characterized by white color and brittle texture, large polyhedral cells, cytoplasm 
provided with visible nucleus were obtained on a medium supplemented by 1 to 3mg.l-1 2,4 - 
D with 0,5mg.l-1 BAP ( M2 , M3 and M4 ) for the leaves and of 0,5 to 2mg.l-1 2,4 - D with 
0,5mg.l-1 l BAP ( M1 , M2 and M3 ) for the hypocotyls after 30 days of culture. Concerning 

the proliferation of cal, the mediums supplemented with 0,5mg.l-1 of BAP and 3mg.l -1 of 

2,4-D (M4) for the leaves and 2mg.l -1 of 2,4-D (M3) from hypocotyls made it possible to 
obtain the best rates of proliferation of cal embryogenes (respectively of 46,4% and 82,8%). 
As for the regeneration of the embryos, the medium provided with the combination of  

0,1mg.l -1 of ANA / 2mg.l -1 of BAP (R4) more improves the numbers of the embryos 
regenerated as from 80 days for the two types of explants. On average, 11,2 regenerated 
embryos are obtained for the leavesand8,4 for the hypocotyls explants. The active charcoal 
2mg.l-1 promoted growth in the length of plantlets (5,13cm), root length and number 
(respectively 4,03cm, 3,66) of Keraudrenia macrantha seedlings. During the phase of the 
acclimatization, the rate of survival of the vitroplants is high 77, 5% one week after the total 
removal of the plastic cover.  

The conservation of Keraudrenia macrantha starting from somatic embryogenesis is 
possible. In addition, the reactivity of leaves and hypocotyls explants was similar during the 
induction and proliferation of cal, the somatic regeneration of the embryos.  
 
 
Keywords: Ambatovy, somatic embryogenesis, leaves and hypocotyls explants, Keraudrenia 
macrantha, vitroplant. 
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RÉSUME 

Keraudrenia macrantha a été régénéré par la technique de l’embryogenèse somatique. 
Cette méthode constitue un des moyens efficaces pour la conservation et la multiplication des 
espèces menacées. Keraudrenia macrantha est un arbuste monospécifique, endémique de 
Madagascar. Elle est classée parmi les SOCs (Species Of Concern), espèces n’existant que sur 
l’empreinte de la mine d’Ambatovy ou seulement sur un ou deux autres sites à Madagascar. 

Les réactivités des deux types d’explant, feuilles et hypocotyles, vis-à-vis de cette 
technique ont été étudiées. Les milieux Murashige et Skoog, dilués de moitié (MS/2) et 
solidifiés par 8% d’agar, additionnés respectivement de 2,4-D/BAP pour la callogenèse et sa 
prolifération, ANA/BAP pour la maturation des cals et la régénération des embryons 
somatiques et de 2g.l-1de charbon actif pour la croissance et l’enracinement des plantules, ont 
été utilisés. 

La désinfection et la germination in vitro ont été obtenues. La durée de trempage 10mn 
dans la solution d’hypochlorite de calcium 5% a permis d’obtenir le meilleur taux de 
germination 63%. Les cals embryogènes caractérisés par leur couleur blanche et leur texture 
friable, leurs petites cellules polyédriques à cytoplasme pourvu de noyau, ont été obtenus sur 
les milieux additionnés respectivement de 1 à 3mg.l-1 de 2,4-D avec 0,5mg.l-1 de BAP (M2, 
M3 et M4) pour les feuilles et de 0,5 à 2mg.l-1de 2,4-D avec 0,5mg.l-1de BAP (M1, M2 et 
M3) pour les hypocotyles après 30 jours de culture. Concernant la prolifération de cals, les 
milieux additionnés de 0,5mg.l-1de BAP avec 3mg.l-1 de 2,4-D (M4) pour les feuilles et de 
2mg.l-1de 2,4-D (M3) pour les hypocotyles ont permis d’obtenir les meilleurs taux de 
prolifération de cals embryogènes (respectivement de 46,4% et 82,8%). Quant à la 
régénération des embryons, le milieu pourvu de la combinaison de 0,1mg.l-1d’ANA /2mg.l-1de 
BAP (R4) améliore davantage le nombre des embryons régénérés à partir de 80 jours pour les 
deux types d’explants. En moyenne, 11,2 embryons régénérés sont obtenus pour les feuilles et 
8,4 pour les hypocotyles. Le charbon actif 2g.l-1 a aussi favorisé la croissance en longueur des 
vitroplants (5,13cm), la longueur et le nombre racinaire (respectivement de 4,03cm ; 3,66) des 
plantules de Keraudrenia macrantha. Durant la phase d’acclimatation, le taux de survie des 
vitroplants s’est élevé à 77, 5% une semaine après l’enlèvement total de la couverture en 
plastique. 

La conservation de Keraudrenia macrantha à partir de l’embryogenèse somatique est 
donc possible. En outre, la réactivité des explants feuilles et hypocotyles ont été similaires au 
cours de l’induction et de la prolifération de cals ainsi que lors de la régénération des 
embryons somatique. 

 
Mots clés : Ambatovy, Embryogenèse somatique, Explants feuilles et hypocotyles, 
Keraudrenia macrantha, vitroplant. 
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