
A 
u Cameroun , le genre Cola 
(S re rculi aceae) co mpte 
39 es pèces pa rmi lesquelles 
Cola anomala, C. acuminata er 

C. nitida sont les plus expl o itées [ l ]. 
Leurs graines riches en alcaloïdes, stimu
lan ts nerveux et musculai res, font l'objet 
de transacti o ns co mmerciales impor
tan res d a ns pres que ro u s les pays 
d 'Afrique tropical e. Elles donnent une 
sensation d 'augmentati on d'énergie er de 
vigueur chez les consommateurs, dissi
pent la somnolence er la fa im [2]. En 
l'absence de graines de Cola, l'hospitalité 
traditi onnelle et les cérémonies sociocul
rurelJes sont considérées comme incom
plètes au Cameroun , au Nigeria er dans 
de nombreux pays oues t-afri ca ins. Les 
g rain es d e Co la o nt éga lement un e 
importance thérapeutique et industrielle 
à cause de leur richesse en polyphénols 
[3, 4]. TradiriornJellement, les kolatiers 
sonr multipliés par voie sexuée. Cepen
dant, ce mode de propagation se heur te 
à deux problèmes majeurs : d 'une parc, le 
faibl e taux de germination des graines, 
li é princ ipalement à leur ri chesse en 
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polyphénols et à leur sensibilité à la tem
pérature, mais également à )a durée de 
leur stockage, au poids des graines et au 
nombre de co tylédons [5, 6] et, d'autre 
part, la perte des génotypes éli tes, éran r 
donné le caractère alJogame du kolatier. 

Les premières renrarives de propagation 
d es ko la ti ers d a tent d e la fin du 
XIXe siècle er portent sur le bouturage [7, 
8], le marco ttage [9, 10] er le greffage 
[11 ]. Cependant, l'utili sa ti o n de ces 
m éthodes es t limitée par la di fficult é 
d'enracinement pour le bouturage et le 
marcottage et par le faible eaux de repri e 
après tran splan ta tion pour le greffage. 
D e plus, l'application de ces techniques 
réalisées dans des conditions non contrô
lées facilite le transfert de maladies sur 
les nouveaux planes. Auss i, le développe
ment des techniques de culture in vitro 
semble indispensable pour parti ciper à 
l'amélioration des kolatiers. Les p remiers 
essais de microboucurage in vitro ont été 
réalisés sur C. nitida p ar Dossa et al. 
[1 2]. Ils se sont soldés par un pourcenta
ge de réussite très fa ible accompagné 
d ' une faib le induction de rhizogenèse. 
Or, la régénération in vitro de kolatiers 
à partir de fragments d'organes aiderai t 
non seulement à surmo nter les difficultés 
des méthodes horticoles tradi tionnelles, 
mais aussi à facilirer et accélérer la pro
duction de génotypes élites, comme cela 
a déjà été observé pour le caféier [13]. 
l'hévéa [1 4, 15] et le cacaoyer [16, 17]. 
Ce travail présen te une route première 
approche de la mise au point d 'une tech
nique de régénération er de propagati on 
in vitro pour deux espèces de kolati er : 
Cola anomala er C. acuminata. 
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Matériel et méthode 
Aseptisation 
du matériel végétal 

Les graines de C. anomala er C. acumi
nata proviennent des cabosses commer
cialisées localement. Les cotylédons sont 
directement prélevés sur les graines alors 
que les feuilles er les tiges sont prises sur 
les plan rules des deux espèces, âgées de 
30 jours, issues de la ge rmination des 
graines dans un mélange terre-sable à 
volume égal. Le mode d'aseptisation des 
différents organes est résumé dans le 
tableau 1 et permet d'obtenir 85 % de 
réussire, quel que soie l'organe mis en 
ctrl'rure. 

Milieux de culture 

Pour la callogenèse 
D es fragments de cotylédons d'environ 
0,5 cm de longueur, de tiges d'environ 
1 cm ou de feuilJes d'environ 0,25 cm2 

de surface des deux espèces, préalable
ment aseptisés, sont placés sur un milieu 
de culrure contenant les macro et micro
éléments selon Murashige et Skoog [18] 
dilués de moiti é (MS/2), les vitamines 
selon M orel et Wecmore [19] ainsi que 
30 g.L- 1 de saccharose, 6 g.L- 1 d 'agar et 
de 2 à 6 mg.L- 1 de 2,4-D . Pour chaque 
o rga ne et pour chacun e des espèces, 
40 explants sont mis en culture sur cha
cun des cinq mi lieux différents. 

ur la régénération 
Le mili eu de base pour la regeneracion 
esr constitué de la solution minérale de 



Tableau 1 

Techniques de désinfection des organes de C. anomala et C. acuminata 

Opération Produits utilisés Durée (min) 

Cotylédons et tiges Feuilles 

Lavage Eau co urante 15-20 15-20 
Trempage Mercryl laury lé (2 %) 60 45 

Hypochlorite de Na (3 %) 30 15 
Rin çage Eau distillée stérile (3 fois) 5, 1 O et 15 5, 10et 15 

Procedure for the desinfection of organs from C. anomala and C. acuminata 

Murashige et Skoog diluée de mome, 
supplémentée de 30 g.L- 1 de saccharose, 
6 g.L- 1 d'agar et du complexe vitami
nique de Morel et Wetrnore. Les cals 
développés sur les explants de tiges des 
deux espèces sont remis en culture sur 
cinq à six milieux différant par leur 
teneur en BAP. Pour C. anomala, les cals 
repiqués proviennent des cultures sur 
milieu de base contenant 4 mg.L- 1 de 
2,4-D tandis que ceux de C. acuminata 
sont issus des cultures en présence de 
3 mg.L- 1 de 2,4-D. 

Pour le développement 
des néoformations 
Des bourgeons néoformés de C. anomala 
er des embryons somatiques de C. acu
minata sont sous-cultivés dans le même 
milieu de base additionné de 4 mg.L- 1 

de 2,4-D et 2 mg.L- 1 de BAP. En effet, 
les essais préliminaires ont montré que 
les autres com binai so ns 2,4-D/BAP 
n'ont aucun effet sur le développement 
des bourgeons et des embryons soma
tiques. L'effectivité des différents milieux 
est éval uée en notant au cours du temps 
la longueur de la tigelle, le nombre de 
feuilles nouvellement formées ainsi que 
le nombre d 'embryons so matiques en 
germi nation. 

Conditions de culture 
Les milieu~ de culture ajustés à pH 5,6 
sont distribués dans les tubes de culture 
avec bouchon , puis stérilisés à 115 °C 
pendant 30 min sous une pression de 
1,5 kg.cm- 2. Les ensemencements et les 
sous-cultures se font sous une hotte à flux 
laminaire horizontal au voisi nage de la 
flamme d'un bec Bunsen. Les tubes ense
mencés sont bouchonnés et scellés avec 
du parafilm, puis placés dans une salle de 
culture à la température de 26 ± 1 °C 
sous un éclairage de 40 µmoJ.m - 2.ç I 

pendant 16 heures par jour. 

Résultats 

La callogenèse 
Pour les deux espèces de Cola, les cals 
sont obten us environ 35 jours après mise 
en culture des fragments d 'organes. Le 
pourcentage de callogenèse es t évalué 
pour chaque type d ' expiant de chaque 
espèce en fonction de la concentration 
en 2,4-D du milieu de culture (figure 1) . 
Quelle que soit l'espèce utilisée, le pour
centage de callogenèse est généralement 
fa ible lorsque les exp lants proviennent de 
feuil les. Pour les deux espèces, des 
teneurs de 3 à 4 mg.L- 1 en 2,4-D sont 
favorables à la callogenèse sur cotylé
dons, les taux étant de 49 et 37 % pour 
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ces deux teneurs che7, C. anomala er de 
37 et 35 % pour C. acuminata. Il en est 
de même pour les tiges, avec d'excellents 
résultats pour 4 mg.L- 1 de 2,4-D chez 
C. anomala, oü un taux de callogenèse 
de 85 % est observé. Seule cette dernière 
condition de culture permet d 'obtenir 
un taux de callogenèse supérieur à 50 %. 
Tous les cals obtenus sont friables et dif
fèrent légèrement par leur couleur. Ainsi , 
les fragments de cotylédons donnent des 
cals rougeâtres pour C. anomala, blancs 
jaunâtres pour C. acuminata alors que, 
pour les deux espèces, les fragments de 
tiges fournissent des cals jaunâtres et les 
fragments de feu illes des cals blanchâtres. 

Régénération 
et développement 
des néoformations 

Étant donné les résultats obtenus en cal
logenèse, les études de régénération et de 
développement ont été effectuées uni
quement avec les cals issus des fragments 
de tiges cultivés dans 4 mg.L- 1 de 2,4-D 
pour C. anomala et 3 mg.L- 1 de 2,4-D 
pour C. acuminata. 
Pour les cals de C. anomala, le transfert 
sur milieu contenant de la BAP conduit à 
la formation des bourgeons , mais une 
réponse positive n'est observée que pour 
des teneurs en BAP comprises entre 1,5 ec 
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Figure 1. Taux de 
ca llogenèse obtenu 
à partir des frag 
ments de coty lé
dons, de tiges et de 
f euil les issus de 
jeunes germina
tions de Cola ano
mala (Al et de 
C. acuminata (B) 
mis en cu lture en 
présen ce de 
teneurs variab les 
en 2,4-D (n = 40). 

Figure 1. Frequency 
of callogenesis obtai
ned from cotyledons 
fragments , stems 
and leaves frag 
ments stemmi ng 
from young germ i
nated p lant lets of 
Cola anomala (A) 
and C. acuminata (B) 
cu ltivated in a basal 
med ium supplemen
ted with different 
concentrations of 
2,4-D (n = 40). 



3,5 mg.L- 1 (tableau 2) avec des pourcen
tages maxim um observés aux concentra
tions de 2 et 2,5 mg.L- 1 (respectivement 
13 et 21 %). À ces concentrations, les cals 
renferment un nombre rota] de 15 à 
29 bourgeo ns, soit environ 4 bourgeons 
par cal (tableau 2). Trois mois après sous
cu.l.ture des ca.l.s, les bourgeons néoformés 
présentent chacun 2 à 3 feuilles d'aspect 
grisâtre (figure 2A). Lorsque ces bourgeons 
sont iso lés et sous-cultivés dans MS/2 
contenant 4 mg.L- 1 de 2,4-D et 2 mg.L- 1 

de BAP en vue de régénérer les virro
planrs, le pourcentage de réussite est de 
77 %. Après 3 mois de culture, les néofor
mations qui se sont développées ont fourni 
une tigelle d'une longueur moyenne de 
3,8 cm comportant en moyenne 7 feuilles 
qui passent progressivement du gris au 
vert (figure 2B). Cependant, aucune rhizo
genèse n'est observée dans ces conditions 
de culture. 
Pour les ca.l.s de C. acuminata, la culture 
sur milieu concenanr de la BAP induit la 
formation d 'embryons somatiques pen
dant le troisième mois de culture. Seules 
les concentrat ions en BAP comprises 
e ntre 1,5 er 4 mg.L- 1 p e rm e ccent 
l'express ion de cette embryogenèse. Les 
meilleurs résultats sonc obtenus avec 3 et 
3,5 mg. L- 1 de BAP où le pourcencage de 
ca.l.s embryogènes est respectivement de 
3 1 e r 34 % et le nombre tota l 
d'emb ryons est de 147 et 145, soit envi
ron 15 embryo ns somatiques par cal 
(tableau 3). Toutefois, le nombre total 
d'embryons présentant un début de déve-

Tableau 2 

Effet de la BAP sur la prolifération 
des bourgeons néoformés à partir 
de cals issus des fragments de 
tiges de C. anomala 

BAP (mg.L- 1) Cals donnant Nombre total 
des bourgeons de bourgeons 

1,5 
2,0 
2,5 
3,0 
3,5 

(%) néoformés 

2 
13 
21 

9 
2 

2 
15 
29 

9 
2 

Les ca ls (32 par essai) ont ét é indu its pendant 
35 jours sur mi lieu de base contenant 4 mg.L- 1 de 
2,4-D puis repiqués pendant 3 mo is (avec une 
sous-culture par mois) sur m il ieu de base addition
né de différentes concentrations de BAP. 

Effect of BAP on bud formation on 
calli from C. anomala stem frag 
ments 

loppement est faible. En effet, ce nombre 
ne dépasse pas 40 pour les milieux les 
plus producteurs, soit un taux de réussite 
inférieur à 30 %. Les embryo ns isolés 
présentent une forme plus ou moins glo
bulaire (figure 2C). Ils peuvent germer et 
amorcer leur développement sur le cal 
(figure 2D) ou être isolés et soumis à une 
deuxième sous-culture dans les mêmes 
milieux. Dans ce cas, on observe, après la 
germination , un d éve loppeme nt d e 
l'hypocoryle qui peut atteind re 3 à 4 cm 
de longueur (figure 2E) . De même, aucu
ne rhizogenèse n 'est observée. 

Discussion 

Ce travail montre que, en utili sant 
le même milieu de base enri chi avec le 
2,4- D , on peur induire la callogenèse 
chez C. anomala er C. acuminata à partir 
des fragments de cotylédons, de riges et 
de feuilles issus de jeunes germinations. 
La différenciation des bourgeons sur cal 
est spécifique aux fragments de tiges de 
C. anomala t andi s que ce ll e d es 
embryons somatiques sur cals est spéci
fique des fragments de ti ges de C. acumi
nata. Ces deux processus morphogéné
tiques sont notés lorsque les cals issus 
des mili eux contenant le 2 ,4-D (3 à 
4 mg.L- 1) sont sous-cul rivés sur milieu 
additionné de la BAP. L'obtention de 
bourgeonnement chez C. anomala est un 
résul rat original car, à partir de frag
ments d 'organes de plantes li gn euses 
relies que le cacaoyer [20, 21] ou le man
guier [22], il esr plus courant d'observer 
la formation d 'embryo ns som atiques . 

Tableau 3 

Même si le nombre rotai de bourgeons 
néoformés est relativement faib le , 
l'obtention de régénération est intéres
sante pour la propagation de l'espèce, si 
toutefois la rhizogenèse pem être obte
nue lors de la dernière mise en culture. 
Cette absence de rhizogenèse a déjà été 
observée par Dufour et Dublin [23] et 
pa r Figueira er J ani ck [20] ch ez le 
cacaoyer ainsi que par Enjal ric [15] chez 
l'hévéa . Pour ces auteurs, l'association 
d ' une auxi ne et d ' une cyrokinine en 
phase cl' allongement semble être indis
pensab le. L'absence de formation de 
racines en conditions de culture in vitro 
rappelle la difficu lté d ' obtention de 
racines des boutures classiques [12, 24]. 
L'obtention d'embryogenèse somatique 
chez C. acuminata est en revanche en 
parfait accord avec les résultats généra.l.e
ment obten us chez les espèces ligneuses 
[21 , 25, 26]. Bien qu'aucune rhizogenèse 
n'ait pu êrre observée, l'ensemble de ces 
résultats ouvre une nouvelle voie dans 
l'étude de la régénération du genre Cola 
en général. et plus particulièrement de 
l'espèce C. acuminata pour laquelle un 
nombre important d 'embryo ns soma
tiques a été obtenu. 

Conclusion 
L'objectif de ce travail était de faire une 
étude comparée de la régénérat ion in 
vitro de C. anoma!a er C. acuminata en 
vue de leur propagation. Il a été montré 
que les explam s utilisés cultivés dans les 
mêmes milieux permettent d'obtenir les 
cals chez ces deux es pèces . Avec les 

Effet de la BAP sur la formation des embryons somatiques à partir des 
cals issus des fragments de tiges de C. acuminata. 

BAP (mg.L- 1) 

1,5 
2,0 
2,5 
3,0 
3,5 
4,0 

Cals donnant 
des embryons (% ) 

4 
4 

11 
31 
34 

7 

Nombre tot al Nombre total d'embryons 
d'embryons somat iques germant 

7 
10 
32 

147 
145 

10 

1 
3 

40 
38 

1 

Les ca ls (32 par essai) ont été induits pendant 35 jours sur milieu de base contenant 3 mg.L- 1 de 2,4-D puis 
repiqués pendant 3 mois (avec une sous-culture par mois) sur milieu de base additionné de différentes 
concentrations de BAP. 

Effect of BAP on the format ion of somatic embryos by calli from C. anomala 
stem fragments 
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Figure 2. Régénération de C. anomala 
et embryogenese somatique chez C. 
acuminata. A. Pro lifération des bour
geons sur cals issus de frag ments 
de tiges de C. anomala sur le milieu 
de base enrichi en BAP 2,5 mg.L- 1. 
B. Bourgeons néoformés de C. ano
mala après 3 mois de sous-cu lture 
sur le milieu de base additionné de 
2,4-D (4 mg.L- 1 ) et BAP (2 mg.L- 1). 

C. M orp hologi e des emb ry ons 
so m ati ques isolés d es ca ls de C. 
acuminata. D. Cal (ca) portant des 
embryons somatiques au stage glo
bulaire (es) et présentant un début 
de développement (eg) sur le milieu 
de base contenant 3 mg.L- 1 de BAP. 
E. Embryon s somatiques germés 
avec un développement d' hypocoty
le (échelle = 0,2 cm). 

Figure 2. Regeneration in C. anomala 
and somatic embryogenesis in C. acu
minata. A. Bud proliferation on callus 
stemm in g from stems fragments of 
C. anomala on a basal medium supple
mented with 2.5 mg .L- 1 BAP. B. 3-
month old C. anomala neoformed buds 
in a basal med ium contain ing 4 mg.L- 1 

2,4-D and 2 mg.L- 1 BAP. C. Morpholo
gy of somatic embryos iso lated from 
ca ll i of C. acuminata. D. Callus (ca) with 
globular somatic embryos (es) and 
developed embryos (eg) on a basal 
medium supplemented w ith 3 mg .L- 1 

BAP. E. Germinating somatic embryos 
showing hypocotyl (sca le = 0.2 cm). 



expia.ms de cotylédons er de riges issus 
de jeunes germinacions, le 2,4-D à 3 ou 
4 mg.L- 1 esr favorable à la callogenèse. 
Avec les feuilles issues de jeunes germi
nations, le processus s'amenuise. Selon 
l'espèce, la rem ise en culrure des cals 
issus des riges permer la formarion de 
bourgeo ns ou d 'embryons somariques 
pour, respecrivemenr, C. anomala er 
C. acuminata. Bien qu'on air noré un 
débur de développemenr de ces bour
geons er de ces emb1yons, leur évolurion 
en planmles enrières n ' a pas é ré 
conclua.nr. Des érudes approfondies res
rent à faire afin de surmonrer les difficul
rés d' obrenrion de la rhizogenèse. Une 
émde hisro logique des ca ls er des 
embryons somariques devra égalemenr 
êrre développée • 
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Résumé 

Les fragments de cotylédons, de tiges et de feuilles issues de jeunes germinations de C. anomala et de C. acuminata sont culti
vés sur le milieu de Murashige et Skoog dilué de moitié (MS/2) contenant de 2 à 6 mg.L- 1 d'acide 2,4-dichlorophénoxyacé
tique (2,4-D). Pour les deux espèces, les tiges fournissent le meilleur rendement, présentant respectivemem 85 et 44 % de 
réussite pour C. anomala et C. acuminata. Les pourcentages maximum de ca ll ogenèse sont observés pour 
C. anomala aux concentrations de 3 et 4 mg.L- 1 en 2,4-D. Lorsque les cals issus des fragments de tiges sont mis en culture 
dans le_ m~r_ne milieu de b,ase enrichi en ~enzylamino~urine (BAP), on observe une prolifération de bourgeons _chez Ç'- anoma
la parttculterement en presence de BAP a 2,5 mg.L- . En revanche, chez C. acummata, on observe la formauon d embryons 
somatiques, maximale en présence de BAP à 3 mg.L- 1

. La mise en culture des bourgeons de C. anomala sur le milieu de base 
enrichi en 2,4-D (4 mg.L- 1) et BAP (2 mg.L- 1) permet l'allongement de la tigelle et la formation de nouvelles feuilles dans la 
plupart des cas, mais non de rhizogenèse. Pour C. acuminata, 27 % des embryons somatiques formés, maimenus sur cals ou 
isolés et sous-cultivés dans les mêmes milieux, germent et présement un début de développement en plantules. 
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