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Obtention de plants nucellaires de divers cultivars
de clémentiniers au moyen de la culture de nucelle “in vitro”.

J.JUAREZ, L.NAVARRO et J.L. GUARDIOLA

Les divers cultivars de clémentinier constituent le groupe
de mandariniers le plus important d’Espagne quant a la
superficie cultivée. Celle-ci est proche de 21.000 hectares, ce
qui représente un peu plus de 10 p. cent de la superficie
totale consacrée aux agrumes, et environ 50 p. cent des
plantations de mandariniers (Ministére dAgriculture, 1973).
L'importance économique des différents cultivars de clé-
mentinier justifie amplement lintérét prioritaire qui leur est
donné dans les programmes de sélection et d’amélioration,
en lenant spécialement compte des circonstances suivantes :

a) le mauvais état sanitaire de pratiquement toutes les
plantalions commerciales de clémentiniers en Espagne, dans
lesquelles sont largement répandues les maladies & virus :
la tristeza, la psorose, le concave gum, Pexocortis, la
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RESUME - Des plants nucellaires de huit cultivars espagnols de

clémentinier monoembryonné, contaminés par plusieurs maladies &
virus, ont été artificiellement obtenus au moyen de la culture de
nucelle win vitro».

La méthode opératoire est décrite dans cet article. Les nucelles mis
en culture peuvent : a) ne pas évoluer, b) produire des cals gui,
ultérieurement, pourront donner naissance a des embryons, ¢) former
directement des embryons. Les résultats different selon les cultivars
et I"age des fruits. Vingt pour cent des plants obtenus ont des feuilles
morphologiquement différentes de celles du clémentinier, Ceci met
en évidence la nécessité d’effectuer une étude agronoinique rigoureuse
avant d’utiliser dans les vergers commerciaux les plants nucellaires
des différents cultivars de clémentinier.

xylopomst‘ (NAVARRO et BALLESTER, données non
publides ; PLANES el al., 1968, 1973) et, probablement
I'impietratura (GUARDIOLA et JUAREZ, 1975).

b) on ne dispose pas actuellement de greffons indemnes de
maladies a virus, ce qui occasionne, en plus de la diminu-
tion de la production, des limitations dans l'utilisation de
certains porte-greffe. La seule exception i cette situation est
constituée par les lignées sélectionnées a la Station de
Recherches agrumicoles de San Giuliano (Corse), certifiées
indemnes de maladies a virus connues, dont Pune d’elles,
la SRA 63, a atteint une diffusion importante en Espagne, se
substituant ainsi au «clémentinier Fina» (clémentinier sans
pépin). Cependant, ces lignées ne résolvent pas le probleme
pour les autres cullivars de clémentinier, parmi lesquels se
trouvent le «clémentinier Orovaly et le «clémentinier de
Nules», qui, par leurs caractéristiques intéressantes sont
largement plantés actuellement.
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Les travaux réalisés pour 'obtention de greffons indem-
nes de virus par sélection au champ, postérieur a I'indexa-
tion (technique utilisée avec un succes relatif avec la variété
«Navelinay (GUARDIOLA et al., 1974), n’ont pas donné de
résultats positifs. Ceci est logique étant donné que les
arbres, sur lesquels sont apparus les cultivars mutants
étudiés, se trouvent affectés par diverses maladies virales.
Tel est le cas du «clémentinier de Nules», dont 1'arbre
original est infecté de concave gum, d’exocortis et de xylo-
porose, el du «clémentinier Orovaly, infecté au moins de
concave gum et d’exocortis (GONZALEZ-SICILIA et al.,
1973). Afin d’obtenir des plantes indemnes de virus des
divers cultivars de clémentinier, au «Centro regional de
Investigaciones agrarias de Levante» on poursuit simultané-
ment deux lignes de recherche :

a) obtention de plants nucellaires. Le clémentinier est une
variété considérée comme strictement monoembryonnée
(FROST et SOOST, 1968), bien que parfois elle peut former
plus d'un embryon par graine (OZSAN et CAMERON,
1963), fail que nous avons vérifié dans notre travail, mais
ces embryons ne sont pas d’origine nucellaire. En consé-
quence, nous avons di avoir recours a la technique de
culture de nucelle in vitro (RANGASWAMY, 1961 ; RAN-
GAN, MURASHIGE et BITTERS, 1968, 1969 ; ESAN,
1973) afin d’induire la formation d’embryons nucellaires.

b) obtention de plantes par micro-greffe d’apex caulinaires
in vitro (NAVARRO, 1976), technique décrite originelle-
ment par MURASHIGE et al., (1972) et postérieurement
améliorée et controlée par NAVARRO, ROISTACHER et
MURASHIGE (1975, 1976) et ROISTACHER, NAVARRO
et MURASHIGE (1976).

Dans la présente publication, on décrit les résultats
obtenus avee la premiére des techniques, et I'on donne des
détails sur celle-ci. _Des résultats préliminaires ont été
signalés dans des publications antérieures (GONZALEZ-
SICILIA et al., 1973 ; GUARDIOLA, 1974).

MATERIAUX ET METHODES

Matériel végétal.

Les travaux de sélection et d’obtention de plants nucel-
laires ont été réalisés sur huit cultivars de clémentinier,
quelques -uns d’une valeur commerciale confirmée, et
d’autres d’apparition plus récente qui,de par certaines de
leurs caractéristiques, peuvent présenter un intérét commer-
cial futur. Tous ces cultivars produisent des fruits aspermes,

Clémentinier «Fina»y.

Nous réunissons sous ce nom toutes les lignées de
clémentinier produisant des fruits sans pépin ayant des
caractéristiques similaires a la clémentine d’Algérie. Dans
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ce groupe, il existe apparemment une grande hétérogénéité
dans la productivité el la qualité des fruits, bien que,
commercialement on ne, différencie pas les différentes
lignées possibles. Dans ce travail, nous avons utilisé deux
lignées, une de caractéristiques «standard» “et une autre
a parthénocarpie naturelle élevée.

Clemenfina.

Cultivar de caractéristiques similaires au précédenl mais
il s'en différencie par son fruit a peau plus fine et plus
adhérente aux segments ; la saveur du fruit n'est pas aussi
agréable que celle du clémentinier «Finas. Actuellement, ce
cultivar n’est pas cultivé sur une grande échelle.

Clémentinier «de Nulesy.

Ce cultivar se différencie du clémentinier «Fina» par
I'aspect plus touffu de I'arbre, des feuilles plus grandes, sa
plus grande capacité de parthénocarpie naturelle, la matura-
tion plus précoce des fruits et la plus grande taille de ceux-ci.
Le changement de couleur de la peau des fruits a lieu aprés
la maturation interne commerciale de celui-ci, et la réponse
au déverdissage avec de I'éthyléne n’est pas aussi effective
que pour d’autres variétés,

Clémentinier « Reina».

Cultivar trés similaire au précédent auquel il est trés
difficile de le distinguer. Il semblerait que les deux variétés
aient la mém~ origine.

Clémentinier « Orovaly.

De caractéristiques similaires au clémentinier «de Nules»,
il s’en différencie cependant par un port nettement plus
érigé de la frondaison, la forme plus arrondie des fruits, et
la coloration plus précoce de leur peau. Ce dernier avantage
g'estompe au moment de la maturation. La qualité des fruils
est semblable. La saveur de ces deux cullivars est un peu
moins douce et aromatique que chez le elémentinier «Finay.

Clémentinier « Tomateray.

Cultivar de maturité précoce, présentant un fruit d’une
taille comparable ou supérieure a celui du clémentinier «de
Nules», et d’'une couleur rougedtre plus intense a laquelle se
référe son som. Ce cultivar est actuellement peu répandu .

Clémentinier « Borrull».

Cultivar de maturité trés précoce pouvant se commerciali-
ser au début de s{:ptl‘mbrc, tres souvent un mois avant le
clémentinier «Fina». 1l présente une capacité de parthéno-
carpie naturelle élevée avec une tendance a la production
de fruits en grappes. Les fruits.sont de saveur excellente,
mais leur conservation sur I'arbre est de trés courte durée.
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Clementinter « Tardia».

Cultivar de maturité tardive, qui a lieu a la fin de décem-
bre, bien que le fruil puisse se conserver sur l'arbre, en
parfaites conditions, jusqu’a la mi-février et méme la fin
février. 1l se différencie du elémentinier «Fina» par I’époque
de maturité ainsi que par la plus grande taille des fruits et
par la couleur nettement plus foncée du bois. Une lignée de
ce cultivar est en train de se propager commercialement
sous le nom de « Hernandinay.

Obtention de graines.

Nous avons sélectionné un ou plusieurs arbres de chacun
des cultivars étudiés, en se conformant aux criléres décrits
pour la ¢«Navelinay (GUARDIOLA et al., 1975), ¢'est-a-dire
en tenanl striclement compte des caractéristiques variétales
et en retenant aussi quelques particularités désirables quand
elles se présentent comme un haut degré de parthénocarpie
naturelle. Le nombre d’arbres étudiés par cultivar est donné
dans le tableau 1.

Tous les cultivars étant aspermes dans les conditions
naturelles & cause de leur incompatibilité entre le pollen et
le style. il a été nécessaire d’induire la formation des graines

TABLEAU 1 - Cultivars utilisés pour la culture de nucelles in

vilro.

Cultivars Nombre d’arbres

Citrus reticulata BLANCO
clémentinier « Fina»
Clemenfina

Lo = b3

clémentinier «de Nuless»

—

clémentinier « Reinay
clémentinier «Orovals
clémentinier « Tomatera»
clémentinier « Borrull»

ke — — o

clémentinier « Tardiay

par une pollinisation manuelle avec du pollen d’oranger
Citrus sinensis (L.) OSBECK var. comuna ; ceci se révéla
trés efficace dans tous les cas, tant en ce qui concerne
Finduction de la formation de graines, étant donné que 'on
obtint une moyenne de 10 a 15 pépins par fruit, que pour
la nouaison, qui a été au moins de 30 p. cent par rapport
aux fleurs pollinisé

8.

Les fruits obtenus de cette facon ont été récoltés dune

fagon échelonnée maine

entre la treizieme et la quinziéme s

apres la pollinisation et furent utilisés pour le preéli
et la culture de nucelle,

vement

Prélevement des nucelles,

Immédiatement aprées la cueillette, les fruits furent porles

au laboratoire et on en stérilisa la surface avee une solution
d’hypochlorite de sodium a 1 p.cent pendant vingt minutes.
Puis on les ouvrit dans des conditions aseptiques sous unc
hotte a flux luminaire d’air stérile. Les graines immatures
une fois extraites furent placées dans des boites de Pétri
stériles.

Le prélevement des nucelles fut réalisé suivant deux
techniques distinctes, toutes deux avec 'aide d’un micro-
scope binoculaire et divers instruments de microdissection.
Avec la premiere technique, les graines furent coupées
longitudinalement et I'on prit de leur intérieur un morceau
de nucelle. Dans 'autre, on réalisa une coupe longitudinale
des téguments de la graine sans blesser le nucelle. On élimina
ensuite les téguments et 'on pratiqua une incision transver-
sale dans le nucelle pour extraire 'embryon zygolique
(photos 1 et 2). Avec cette seconde technique, on réalisa
une culture de nucelles entiers, sans autre traumatisme que
la coupe transversale nécessaire a I'élimination de 'embryon
zygotique,tandis quavec la prt'.mit"rt'..ml n'effectue la culture
que d’un segment de nucelle.

L’¢évolution des nucelles in vitro se produit avec les deux
techniques. Cependant, nous avons observé une grande
variabilité dans I'embryogénese des segments de nucelle, ce
qui nous a fait adopter la culture de nucelles entiers pour le
travail de routine du laboratoire, bien que le préléevement
soit plus difficile & réaliser. Toutes les données que I'on
présente dans ce travail ont été obtenues au moyen de cette
derniére méthode.

Méthode de culture,

Le milieu de culture étail constitué par les sels minéraux
de MURASHIGE et SKOOG (1962), additionnés dinositol
(100 mg/l) de chlorhydrate de thiamine (0,2 nig/1), d’acide
nicotinique (1 mg/l) de chlorhydrate de pyridoxine (1 mg/l),
d’extrait de malt (500 mg/l) et de saccharose (50 g/1) (RAN-
GAN, MURASHIGE et BITTERS, 1968 ; 1969). On ajusta
le pH & Iaide d’une solution de soude 1N jusqu’a une valeur
de 5,720.1 etl'on ajoute de I'agar Bacto (10 g/1) que I'on fit
fondre en autoclave a 121°C pendant cing minutes. On
distribua ensuite le milieu en portions aliquotes de 25 ml
dans des tubes a essai de 25 x 150 mm, qui furent stérilisés
en autoclave a 121°C pendant quinze minutes.

On introduisit un nucelle dans chaque tube dans des
conditions asepliques, en position verticale avee la chalaze
plongée dans le milieu de culture. Les tubes furent maintes
nus dans une chambre climatisée 4 27°C. illuminée pendant
seize heures par jour avece une intensité de 1.000 lux  au
niveau des cultures, a laide de lampes du type Gro-Lux de
Sylvania.
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Photo 1. Prélévement de la nucelle. Gauche :graine immalure de «Clementina Fina» ; au centre : graine

de luquvller on a éliminé une partie des téguments, montrant la nucelle a 'intérieur ; a droite : nucelle.

Photo 2. Elimination de 'embryon zygotique. A gauche : nucelle préparée pour la culture a laquelle
on a effectué une incision transversale par laquelle on a extrait 'embryon zygotique ; a droite : em-

bryon zygotique.
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Développement des plantes.

Lorsque les f'.mbrynns se formerenl, on provoqua leur
développement dans le méme milieu utilisé pour la culture
des nucelles jusqu’a ce que la lige des plantes atteigne une
dimension proche aux 3 em. A ce moment la, ces derniéres
furent transplantées en terre. La méthode de transplantation
fut similaire a celle décrite par NAVARRO, ROISTACHER
el MURASHIGE (1975). Elle consista a placer les plantules
dans des pots de 13 cm de diamétre remplis d'un sol
artificiel composé par de la tourbe (50 p. cent) et du sable
(50 p. cent), auquel on avait ajouté un fertilisant de fond
contenant du phosphore, du caleium, du magnésium et des
microéléments (NAUER, ROISTACHER et LABANAUS-
KAS, 1968) : le pH fut ajusté a 6 avec du carbonate de
calcium et le mélange terreux fut stérilisé a la vapeur a
100°C pendant une heure. Aprés la transplantation, on
arrosa les plantules avec la solution de sels minéraux de
MURASHIGE et SKOOG (1962) et on introduisit les pots
dans des sacs en plastique que 'on ferma afin d’éviter la
dessiccation des plantules. Les pots furent placés dans les
conditions de culture décrites précédemment. Au bout de
dix jours les sacs furent ouverts et, aprés dix autres jours,
les pots furent sortis des sacs et placés dans des conditions
de serre.

RESULTATS ET DISCUSSION

L’embryon zygotique est nettement visible (photo 2
dans toutes les graines observées, sans que dans aucun cas
nous ayons trouvé, au moyen d’observations histologiques,
des preuves de linitiation d’embryons adventifs. L'état de
développement des embryons zygotiques dépend du temps
passé dcpuis la 'pollinisation; ceux obtenus de fruits de
treize semaines apres la pollinisation ont une forme globu-
laire ou de coeur, tandis que ceux provenant de fruits de
quinze semaines ont les cotylédons nettement développés,
avec une laille comprise entre 2 et 5 millimétres. Le déve-
loppement de I'embryon des cultivars de clémentinier
étudiés est done plus rapide que pour le citronnier «Ponde-
rosa», le mandarinier « Temple» et le pamplemousse, espéces
pour lesquelles 'embryon se trouve a ’état globuleux ou de
coeur dix-sept semaines aprés la pollinisation (RANGAN,
MURASHIGE et BITTERS, 1968). Ceci concorde avec la
plus grande précocité des clémentiniers bien que les diffé-
rences climatiques peuvent avoir contribué au moins en
partie, aux différences constatées. Dans les cullures «in
vitro» de nucelles de clémenltinier, on obtient trois types de
réponse :

a) nucelles qui n'évoluent pas

b) nucelles qui produisent des cals qui, postérieurement,
peuvent donner naissance & des embryons,

¢) nucelles qui forment directement des embryons.

Les nucelles qui évoluent (dans ce groupe étant inclus
ceux qui forment des cals comme ceux qui produisent
directement les embryons), le font pendant la phase
précoce de la culture ; approximativement 95 p. cent des
nucelles se développent pendant les cinq premiéres semaines
de la culture, observation similaire a celle effectuée par
ESAN (1973) chez Lrois variétés distinctes. On peut donc,
d’une fagon pratique, rejeter les nucelles qui n’ont pas évo-
lué pendant ce temps.

La formation de cals a été préalablement signalée dans
la culture de nucelles de variétés polyembryonnées (RAN-
GASWAMI, 1961 ; SABHARWAL, 1963 ; SINGH, 1963),
mais ce fait n’a pas été observé dans des cultures de nucelles
de variétés monoembryonnées (RANGAN, MURASHIGE et
BITTERS, 1968 ; 1969 ; BITTERS et al., 1970 ; ESAN,
1973). Leur formation s’observe généralement au bout de
trois ou quatre semaines de culture. Une masse de tissu
blanc apparait dans la région du micropyle et prolifére
rapidement en couvrant la plus grande partie du nucelle.
Initialement, le cal est friable, mais généralement il se durcit
au bout de peu de lemps de culture en prenant une couleur
brune (photo 3), bien que parfois le cal initial continue a se
diviser sans perdre sa condition friable, A Dintérieur de ce
dernier, des embryons se différencient (photo 4)..Les cals
durcis continuent a croitre lentement aprés avoir été repi-
qués et produisent un nouveau cal ayant les mémes caracté-
ristiques que ceux qui ne produisent pas d’embryons.
Cependant, approximativement 15 p. cent de ces cals
produisent un nouveau cal friable (photo 5) semblable a
celui formé initialement par le nucelle, dans lequel appa-
raissent des formations globuleuses (pseudobulbi) qui posté-
rieurement donneront des embryons.

N ]

La formation directe d’embryons se produit exclusive-
ment dans la région du micropyle. Dans ce secteur, au bout
de trois a quatre semaines de culture, on observe une petite
masse de tissu de couleur verte qui évolue rapidement. Apres

cingg semaines de culture on peut nettement distingucr les

embryons (photo 6). Les observations histologiques mon-
trent que ces embryons, qui peuvent se présenter au nombre
de un ou de plusieurs par nucelle, s'initient en général a
Pintéricur de la culture, qu’ils cassent en grandissant et en
émergeant a I'extérieur.

Lorsqu’on repique les nucelles el embryons dans un
milieu ayant la méme composition que le milieu initial, il se
produit une rapide prolifération d’embryons par des proces-
sug de gemmation (ESAN, 1973). Ce phénoméne donne lieu
a un nombre élevé d’embryons (photo 7), ayant une multi-
tude de formes el de tailles. Certains d’entre eux ont des
cotylédons de formes anormales, avee plus de deux cotylé-
dons ou avee des cotylédons de différentes tailles. Des
phénoménes similaires onl é1é signalés préalablement par
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Photo 3. Cal durci formé par une nucelle

de «Clementina Fina».

Cd = cal durci 3 N = nucelle.

Photo 4. Nucelle de «Clementina Tardia»
qui a formé un cal friable dans lequel s'esl
différencié 'embryon.

N = nueelle.
(f = cal friable ; E = embryon :
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Photo 5. Cal durei formé par une nucelle de «Clementina
Fina», qui a initié la formation de cal friable aprés son
repiquage dans un milieu frais.

(d = cal durci 5 Cf = cal friable ; N = nucelle.

Photo 6. Nucelle de «Cleraentina de Nuless au bout de
cing semaines de culture dans laquelle on peut observer
'embryon nucellaire produit in vitro.

E = embryon ; N = nucelle.
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d'autres auteurs (RANGAN, MURASHIGE et BITTERS,
1968 ; 1969 ; BITTERS et al., 1970 ; ESAN, 1973).

L'influence de I'dge du fruit sur I'évolution des nucelles
en culture est présentée dans les tableaux 2, 3 et 4. On

TABLEAU 2 - Influence de I'age du fruit dans le pourcentage
de nucelles qui forment directement des embryons.

. dge du fruit (semaines

Cultivars 13 g 1; ) 15
clementinier « Fina» 13 24 12
Clemenfina 31 6 6
clementinier «Oroval» 11 16 14
clementinier «de Nules» 8 17 21
clementinier « Reinas 28 11 20
clementinier ¢« Tomatera» 30 9 8
clementinier ¢ Borrull» - 0 17
clementinier ¢ Tardia» 25 31 16
moyenne 21 14 14

TABLEAU 3 - Influence de I'age du fruit sur le pourcentage

de nucelles qui forment un cal.

Cultivars Hagf‘. du Irmlléscm:uncs) 5
clémentinier « Fina» 17 49 79
Clemenfina 6 89 88
clémentinier «de Nules» 57 70 73
clémentinier « Reina» 67 85 70
clémentinier «Oroval» 50 76 67
clémentinier « Tomatera» 50 85 89
clémentinier «Borrull» 46 83
clémentinier « Tardia» 14 34 75

moyenne 42 67 76

TABLEAU 4 - Influence de I'age du fruit sur le pourcentage
de nucelles qui n’évoluent pas en cours de culture.

dge du fruit (semaines)

Cultivars 13 14 - 15
clémentinier « Fina» 68 48 9
Clemenfina 62 6 6
clémentinier «de Nules» 34 12 5
clémentinier « Reina» 4 4 10
clémentinier «Oroval» 39 8 19
clémentinier’ « Tomatera» 20 T 3
clémentinier « Borrull» 54 0
clémentinier «Tardia» 61 35 9
moyenne 41 16 9
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observe une grande variabilité dans le comportement des
différents cultivars, particulicrement dans le pourcentage
de nucelles qui forment directement des embryons (tableau
2) ou un cal (tableau 3). En général, le pourcentage de
nucelles qui n’évoluent pas en culture est plus élevé avec les
fruits les plus jeunes (agés de 13 semaines) par rapport a
ceux plus agés (15 semaines).

Ce manque d’uniformité dans I'embryogénése directe
confirme les résultats obtenus par d’autres auteurs. Ainsi,
tandis que ESAN (1973) ne trouva pas de différences pour
des nucelles de cédratier «Ethrogy de fruits agés de 11 a 21
semaines, BITTERS et al., (1970) signalent que I'embryo-
génése in vilro a partir de nucelles de mandarinier «Temple»
ne se produit que lorsque les fruits sont dgés de 10 a 18
semaines el qu’elle est & son maximum pour les fruits de 10
a 12 semaines. Dans notre étude, 'embryogénése augmente
avec I'dge du fruit entre la treizieme el la quinziéme semai-
nes pour les cultivars clémentinier «de Nules» et «Borrull»,
diminue pour la «Clemenfina», et les clémentiniers «Tardiay
et «Tomateray et ne montre pas de variations réguliéres
chez les autres cultivars (tableau 2).

L’accroissement dans le pourcentage de nucelles qui
évoluent avee I'ige du fruit (tableau 4) est di essentielle-
ment a la plus grande production de cals (tableau 3).

On observe également des différences marquées dans le
pourcentage de nucelles qui évoluent chez les différents
cultivars, qui est notablement plus grand chez le clémenti-
nier «Tomatera» et le clémentinier «Reina» que chez les
autres (tableau 4). Il faut remarquer a ce sujet le comporte-
ment différent des clémentiniers «de Nules» et «Reina»,
cultivars qui morphologiquement sont trés semblables sinon
identiques.

Le développement ullérieur des embryons oblenus et la
formation de nouvelles plantes a lieu seulement si on les
repique sur un milieu frais et en placant un seul embryon
par tube d'essai; de cetle fagon, environ 50 p. cent de
ceux-ci produisent des plantes au bout de 6 a 8 semaines
(photo 8), tandis que le reste prolifére en donnant naissance
a une nouvelle masse d’embryons.

Avec la méthode de transplantation en terre utilisée,
plus de 90 p. cent des plants survivent, ce qui contraste avec
les chiffres élevés de mortalité signalés par d’autres auteurs
(BITTERS et al., 1970 ; BUTTON et BORNMAN, 1971).
Ces plants nucellaires qui ont actuellement une taille
comprise entre 10 et 40 em de haut (photo 9) sont cultivés
d’une fagon forcée sous serre el I'on a entrepris leur propa-
gation afin de procéder a leur vieillissement dans des condi-
tions de plein champ et effectuer leur indexation pour
vérifier 'absence des maladies a virus présentes dans les
plantes d’origine. Bien que la transmission de maladies a
virus par graines n’ait pas ¢té signalée pour les agrumes,
chez les citranges «Troyer» (PUJOL, 1966) et «Carrizos
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Photo 7. Masse d’embryons produite par une nucelle de
«Clementina de Nulesy» cultivée (n vitro pendant  huit
semaines,

Photo 8. Plante de «Clementina Finas dgée de douze semai-
nes obtenue par culture de nucelles in vitro el en conditions
d’étre transplantée au sol.
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Photo 9. Vue de plantes obtenues
par culture de nucelles de différen-
tes variétés de clémentinier.

Photo 10. Plantes nucellaires de
«Clementina Fina». A gauche
plante normale ; au centre et a
droite , plantes anormales.
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(CHILDS et JOHNSON, 1960 ; BRIDGES, YOUTSEY et
NIXON, 1965) ainsi que chez le Poncirus trifoliata (CAM-
PIGLIA et SALIBE, 1976), on a signalé la transmission de
la psorose par graine. En conséquence, le bon état sanitaire
des plants nucellaires doit étre démontré et non supposé.

L’observation rigoureuse des caracléristiques morphologi-
ques des plants nucellaires oblenus a mis en évidence une
grande variabilité de ceux-ci. Environ 20 p. cent des plants
présentent des caracléres anormaux par rapport aux feuilles
typiques de chaque cultivar, comme des feuilles en forme
de coeur, arrondies, ondulées, ou avec deux folioles (photo
10). Nous n’avons trouvé aucune relation entre l'origine des
embryons,oblenus par formation directe a partir du nucelle,
par différenciation d'un cal friable ou par division (gemma-
tion) d’autres embryons préexistants, et la fréquence de ces
altérations ; de plus, dans le cas ot on a obtenu plus d’un
plant & partir d'un nucelle ou d’un cal, tous présentent des
caractéristiques identiques, ce qui indique que les modifica-
tions peuvent avoir eu lieu non pas pendant le processus
d’embryogénése mais dans I'arbre, sous forme de variation
dans la gemmation ou pendant la formation des ovules. Des
variations phénotypiques chez les plants nucellaires de la
méme origine ont él¢ signalées maintes fois (FROST, CA-
MERON et SOOST, 1957 ; SOOST et CAMERON, 1961)
et IGLESIAS, LIMA et SIMON, 1974) ont trouvé certaines
différences dans les embryons nucellaires provenant de la
méme graine, qui se reflétent dans les zimogrammes de
I'enzime peroxidase.
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Ces observations montrent nettement que quelques varia-
tions génétiques peuvent se produire pendant lembryogéné-
s¢ «in vivo», et expliquent nos résultats si I'embryon
ou le cal qui se forme «in vitro» est issu d’une seule cellule,
ce que nous n’avons pas pu établir.

La présence de ces anomalies morphologiques nécessite,
d’une facon absolue, I'étude agronomique des plants obte-
nus avant de procéder a leur utilisation. De plus, la présence
de caractéres juvéniles impose une limitation, par ailleurs
déja connue, a I'emploi de cette technique pour 'améliora-
tion sanitaire des agrumes, en raison que le temps nécessaire
entre 'obtention des plants et leur utilisation est supérieur
a dix ans.

L’emploi de la technique de microgreffe d’apex caulinai-
res (NAVARRO, ROISTACHER et MURASHIGE, 1975)
évite en grande partie les inconvénients de l'utilisation des
plants nucellaires dans I'amélioration des agrumes et les
méthodes doivent s’employer de fagon complémentaire.
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