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ABSTRACT - Intergeneric crosses were performed between Poncirus
trifoliata L. RAF., and Citrus meyeri Y. TAN. or Tangelo «novas.
Hybrid plantlets were only obtained between P, trifoliata and Tangelo
anovay throught mature seed germination in vitro or 3 months old
immature embryo rescue,

Hybrid planilets can be distinguished from plants of nucellar origin
by morphologic observations of the leaf shape. A clear confirmation
can be throught! by gel electrophoresis using 3 enzymatic systems :
phosphoglucomutases, malate deshydrogenases and isocitrate deshy-
drogenases.

LES HYBRIDATIONS INTERGENERIQUES ENTRE PONCIRUS
TRIFOLIATA L. RAF. ET CITRUS MEYERI Y. TAN
OU TANGELONOVA.

La dé ination par I'électrophorése des embryons zygotiques
ou Hlaires chez les pl issues des hybridations
P. trifoliata x Tangelo nova.
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RESUME - Des croisements intergénériques ont été effectués entre
Poncirus trifolista L. RAF. et Citrus meyeri Y. TAN ou Tangelo
enovas, Des hybrides entre P. trifoliata et Tangelo nova sont obtenus
par la germination in witro de graines mires ou par le sauvetage des
embryons immatures dgés de 3 mois. La distinction entre les plantules
hybrides d'origine zygotique et celles d'origine nucellaire peut se
réaliser par l'observation morphologique des feuilles.

Cependant, seule une séparation par électrophorése des isozymes
de 3 familles enzymatiques : Phosphoglucomutases, Malate déshydro-
génases et Isocitrate déshydrogénases peut apporter une confirmation
claire et sans équivoque sur 'origine des embryons.

Mots clés : Citrus, Poncirus, Electrophorése, Hybridation intergénérique, Culture d’embryon, In vitro.
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INTRODUCTION

Les Agrumes (Rutacées), représentent en volume et en
valeur, la premiére production fruitiére mondiale (FAO,
1988). Les espéces d'agrumes d'intérét économique sont
généralement greffées, en raison entre autres de leur sensibi-
lité aux conditions de l'environnement et & de nombreuses
maladies (RAGHAVENDRA et al., 1983 ; VOGEL et
BOVE, 1986).

* - ABDULLAH, COUMANS et VILLEMUR - Laboratoire de Physio-
logie Végétale Appliquée - Université Montpellier II - Place Eugéne
Bataillon - 34090 MONTPELLIER.
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Parmi les porte-greffe utilisés, le Poncirus trifoliata et
les Citranges : hybrides entre Poncirus trifoliata et Citrus
sinensis OSB., offrent des potentialités intéressantes pour la
région méditerranéenne en raison de leurs caractéristiques :
résistance au froid (TUTBERIDZE, 1969, 1972 ; BLON-
DEL, 1974 ; BLONDEL et LE BOURDELLES, 1981),
tolérance au virus de la Tristeza ou CTV (BLONDEL,
1967 ; TANAKA, 1969), a4 la moisissure Phytophthora
parasitica et au nématode Tylenchulus semipenetrans
(HUTCHISON, 1985). De plus, le P. trifoliata est consi-
déré par JACQUEMOND (1984) comme étant probable-
ment I'espéce la moins polymorphe parmi les agrumes.

Cependant, au sein de l'espéce P. trifoliata L. RAF.,
des variations ont été observées depuis longtemps concer-
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nant la morphologie des fleurs et la vigueur de I’arbre
(SWINGLE, 1948). C'est la raison pour laquelle on trouve
plusieurs populations bien différenciées de Poncirus trifo-
liata dans le monde. De plus, au sein d'une méme popula-
tion, JACQUEMOND en 1984 a observé des différences
morphologiques assez importantes qui l'ont amené, par
suite de la grande hétérogénéité du matériel de départ, a
constituer une collection de clones de Poncirus trifoliata
pour la Corse.

Les hybrides entre Poncirus trifoliata et Citrus sinensis
OSB. utilisés comme porte-greffe, outre les qualités inhé-
rentes au Poncirus, permettent d’améliorer les performances
agronomiques des Citrus greffés (JACQUEMOND, ]_9}4).

Le phénoméne de polyembryonie ou développement
au sein d'une méme graine de plusieurs embryons dont un
zygotique et les autres nucellaires (FROST et SOOST,
1968), est fréquent chez le Poncirus trifoliata comme chez
beaucoup d’espéces du genre Citrus. Pour des impératifs
de sélection et pour la multiplication conforme du porte-
greffe, il est indispensable de pouvoir distinguer les
embryons zygotiques des embryons d'origine nucellaire
qui ont conservé le génome maternel.

Les caractéres morphologiques permettent rarement de
déterminer clairement lorigine de la formation des em-
bryons et la supériorité de la technique des isozymes sur les
autres méthodes disponibles a déja été démontrée dans le
cas des Citrus (TORRES er al., 1978 ; NORMAND, 1988 ;
KHAN et ROOS, 1988).

Ce travail reprend les essais de croisements entre le
Poncirus trifoliata et, soit le Citrus meyeri Y. TAN,, utilisé
pour la présence d'un marqueur anthocyané qui devrait
permettre de différencier les plantules zygotiques des nu-
cellaires, soit le Tangelo nova , ce qui pourrait permettre
de combiner la résistance au froid du P. trifoliata avec les
qualités agronomiques du Tangelo nova. L'objectif princi-
pal pour ces hybrides est I'amélioration de la comptabilité
avec les différentes espéces et variétés de Cirrus utilisées
comme greffons,

MATERIEL ET METHODES

Le matériel employé provient du verger expérimental
de la Station de Recherches Agronomiques de San Giulia-
no en Corse. Les anthéres non déhiscentes de Tangelo nova
(C. clementina HORT. ex. TAN., x Tangelo orlando), et
de Citrus meyeri Y. TAN., ont été récoltées sur des plantes
4 floraison précoce élevées en serre. Elles sont placées en
conditions asséchantes dans des boftes de Pétri ; le pollen
ainsi obtenu est appliqué au verger sur différents clones
de Poncirus trifoliata dont les origines sont présentées
dans le tableau 1.

La pollinisation a été réalisée aprés castration et les
fleurs isolées dans un manchon afin d’éviter les contamina-
tions par les pollens étrangers. Des comptages et préléve-
ments de fruits sont effectués tous les mois.

Lorsque les embryons sont mis en culture in vitro avant
maturité, les fruits dgés de 2 a 3 mois sont stérilisés selon la
séquence suivante : aprés un premier rincage a 'eau ordi-
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TABLEAU 1 - Les origines des plantes utilisées.

Numéros Noms Origine
P. trifoliata
Z13 Jacompson USA, Californie
R 14 Krides USA, Floride
R 15 Krides USA, Floride
Z19 Pomeroy USA, Californie
Z24 Rubidou USA, Californie
Pollinisateur
SRA 158 T. nova USA, Floride
SRA 292 C. meyeri USA, Californie

naire, le trempage dans une solution de mercryl a 20 p. 100,
pendant 3 mn, puis dans une solution d’éthanol 4 70 p. 100
pendant 5 mn est suivi d’un second ringage a I'eau distil-
lée, puis d’un traitement par I'hypochlorite de Ca a 10 p.
100 pendant 30 mn, enfin de 3 ringages a I'eau distillée
stérile,

Le milieu utilisé pour la culture des embryons est com-
posé des macro et microéléments de MURASHIGE et
SKOOG (1962), complémentés par les vitamines de MU-
RASHIGE et TUCKER (1969) et additionnés d’extrait
de malt a 500 mgl™ | et de sulfate d’adénine a 25 mgl™ ;
l'acide gibbérellique a | mgl™'est ajouté par une filtration
stérile aprés autoclavage.

Les graines mures sont débarrassées de leur premier
tégument, désinfectées dans 1'hypochlorite de calcium a
9 p. 100 pendant 25 mn, puis rincées 3 fois & I'eau distil-
lée stérile. Le milieu de germination renferme les macro et
microéléments de MURASHIGE et SKOOG (1962) avec
100 mgl™ de myo inositol et 0.4 mgl™! de thiamine. Pour les
2 milieux de culture, le pH est ajusté & 5,7 aprés avoir ajou-
té la gelrite (3.3 gI™) et le saccharose (50 gl"!). Le milieu
est autoclavé a 110°C pendant 20 mn.

Les embryons immatures sont prélevés sous la loupe
binoculaire par incision des téguments d’un coté et par
compression délicate de la graine. lls sont placés pendant les
7 premiers jours de la culture a 30°C et a 'obscurité puis &
25°C et a la lumiére, sous une photopériode de 16 h et un
éclairement de 500 ergs cmi® sec™ .

Les plantules lorsqu’elles ont atteint 5 cm de longueur
sont acclimatées en serre en conditions d’atmosphére ini-
tialement saturée en eau, puis dégressive.

Neuf systémes enzymatiques différents (tableau 2) ont
été essayés pour déterminer l'origine zygotique ou nucel-
laire des plantules obtenues.

Trois cents mg de feuilles fraiches ont été prélevés sur
des jeunes plantes en serre issues d'in vitro ainsi que sur
des plantes méres puis broyés dans un mortier, en présence
de polyclar AT et de 1 ml d’une solution d'extraction
contenant : cystéine (0,2 M), Tris HCl a pH 7,2 (0,2 M) et
Triton 0,15 p. 100 en solution dans 'eau distillée. Aprés
centrifugation a4 4°C pendant 20 mn a 49 000 g, le sur-
nageant sera directement utilisé pour ['électrophorése.



Fruits - vol. 45, n°6, 1990

-593

TABLEAU 2 - Systémes de migration utilisés et systémes enzymatiques révélés.

Supports Systémes de migration Systémes révélés
TC7 (Tris-Citrate pH 7) continu Isocitrate-déshydrogénases (IDH)
Malate déshydrogénases (MDH)
Amidon
discontinu TC7 (T. gel) Phosphoglucose isomérases (PGI)
NaOH-Borate pH 8,2 Phosphoglucomutases (PGM)
(T. électrode) Peroxydases (PEROX)
TBE (Tris-borate-EDTA) continu Endopeptidases (ENDO)
Aorihmide Glutamate Oxaloacétate- Transaminases (GOT)
AOD (Acrylamide-Orsteir_)_Dﬁis) Amylase (AMY)
discontinu (HAMES, 1982) Phosphatases Acides (PAC)

Deux systémes de migration ont été utilisés : 'un hori-
zontal en gel d’amidon a 12 p. 100 (en continu et discon-
tinu) l'autre vertical en gel de polyacrylamide (en continu
a 11 p. 100 et discontinu). Les précisions sur ces deux
systémes d’électrophorése utilisés ainsi que les révélations
spécifiques des systémes enzymatiques ont été décrites
antérieurement par plusieurs chercheurs (HARRIS et

HOPKINSON, 1976 ; TORRES et al., 1978 ; NORMAND
1987 et 1988).

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Les croisements : entre Poncirus trifoliata et C. meyeri,
ou entre P. trifoliata et Tangelo nova.

e Les prélévements des graines sont réalisés sur les fruits
arrivés 4 maturité.

Les observations notées dans le tableau 3 présentent le
nombre de graines miires et de plantes obtenues lors de ces

essais de croisements intergénériques entre Poncirus trifolia-
taet C. meyeriou Tangelo nova, réalisés en 1986 et 1987, en
utilisant P. trifoliata comme parent femelle. Les pourcenta-
ges de fruits développés 1 mois aprés la pollinisation ont été
de 57 p. 100 en 1986 et de 92 p. 100 en 1987. A maturité,
5 mois aprés la pollinisation, la plupart des fruits ont avor-
té (chute) ; en 1986 sur les 7 fruits qui restaient, aucune
graine n’a pu étre récoltée pour les 2 types de croisement.
En 1987, par contre, pour le croisement P. frifoliata x Tan-
gelo nova, une vingtaine de fruits ont fourni 151 graines. Et
leur développement pour 38 d’entre elles a produit 44 plan-
tes viables.

e Le développement de plantes a partir d'embryons
immatures cultivés in vitro.

Toujours pour la méme année 1987, des essais de sau-
vetage d'embryons immatures ont été effectués sur des
fruits prélevés 2 & 3 mois aprés pollinisation. Des ovules ont
également été isolés aprés 2 mois.

TABLEAU 3 - Résultats des croisements intergénériques entre Poncirus trifoliata et Citrus meyeri ou Tangelo nova.

Parents Fleurs Fidn . Graines Graines germées Plantes
Femelle Male 1 mois 5 mois
Année 1986
P. trifoliata
Z13 C. meyeri 67 52 2 0 0 0
R 14 C. meyeri 21 0 0 0 0 0
224 C. meyeri 77 41 2 0 0 0
R 14 T. nova 118 635 2 0 0 0
Z19 T. nova 88 54 1 0 0 0
Total 371 212 7 0 0 0
(57 %) (2 %)
Année 1987
P. trifoliata
Z13 C. meyeri 60 51 1 0 0 0
R 14 C. meyeri 53 49 2 0 0 0
Z24 C. meyeri 92 89 5 0 0 0
R 14 T. nova 77 75 9 86 17 18
Z19 T. nova 91 82 11 65 21 26
Total 374 346 28 151 38 44
(92 %) (7,5 %)
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Photo 2 - Les différences de tailles
et de formes des feuilles notées
chez les parents (P et T) et dans
leur descendance (H)

(P) Poncirus trifoliata (T) Tangelo
nova (H) individus hybrides.

Fruits - vol. 45, n*6, 1990

Photo 1 - Plantes issues des croise-
ments entre Poncirus trifoliata et
Tangelo nova.

A) d’origine nucellaire.

B et C) d’origines hybrides.

Photo 3 - Représentation des zymo-
grammes obtenus pour 3 systémes
enzymatiques.

(PGM = phospho-luco-mutases
MDH = malate déshydrogénases et
IDH = isocitrate-déshydrogénases).
Sur les 2 parents Poncirus trifolia-
ta (P) et Tangelo nova (T) et sur
I8 plantes issues de leurs croise-
ments.

Les numéros 1, 2, 3, 8,9, 10, 11,
15, 16, 17, 18, correspondent a
des plantes nucellaires de P. trifo-
liata et les numéros 4, 5,6, 7, 12,
13, 14 correspondent a des plantes
hybrides.
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TABLEAU 4 - Résultats des croisements intergénériques entre Poncirus trifoliata et Citrus meyeri
ou Tangelo nova obtenus aprés sauvetage d’embryons 3 mois aprés la pollinisation.

Parents

Fruits prél
Femelle Mile e

Graines immatures

Nombre d’embryons Plantes en serre

P. trifoliata

Z13 C. meyeri 2
R 14 C. meyeri 3
Z 24 C meyeri 2
R 14 1. nova 1
1
Z19 1. nova |
2 ”
Total 12 ~

W oOwownwo oo

0 0
0 0
0 0
18 15
16 16
34 31

Le tableau 4 expose les résultats obtenus sur des fruits
prélevés 3 mois aprés la pollinisation.

Aucune graine n’a été trouvée dans les fruits provenant
des croisements avec C. meyeri ; par contre, 2 des 5 fruits
prélevés a partir de croisements avec Tangelo nova possé-
daient 13 graines immatures normales.

A partir des 34 embryons dénombrés, 31 plantes ont été
obtenues. En comparant les techniques d’obtention d’hy-
brides et bien que la technique par sauvetage d’embryons
n'ait été essayée que sur un petit nombre de graines, il ap-
parait que cette derniére se montre la plus efficace. En
effet, aprés croisement et maturation classiques, 0,29 plante
a été obtenue par graine alors que le sauvetage d’embryons
permet de récupérer une moyenne de 2,4 plantes par grai-
ne, ce qui augmente grandement les chances de développe-
ment d’éventuels embryons zygotiques hybrides.

Souvent, des embryons secondaires se sont développés
a4 partir des tissus de l'ovule soit directement, soit par
I'intermédiaire de cals.

Les 31 plantes obtenues a la suite des croisements entre
P. trifoliata et Tangelo nova, ont été acclimatées en serre. La
photo | montre 3 des plantes issues de ces croisements.

Aucune plante n'a pu étre obtenue aprés les croisements
entre P. trifoliata L. RAF, et C. meyeri. 1l semblerait qu'il
y ait une barriére d’incompatibilité plus grande entre ces
deux espéces qu'entre P. trifoliata et Tangelo nova ; cepen-
dant, étant donné que des clones différents ont été utilisés
pour ces essais de croisement, il n'est pas impossible qu’il y
ait un effet clone également, R14 et Z19 pouvant étre plus
compatibles que les clones croisés avec C. meyeri.

Des hybrides entre Citrus fimon L. BRUM., et d’autres
espéces de Cirrus ont été également obtenus en isolant des
graines 3 a 4 mois aprés la pollinisation en culture in vitro
par STARRANTINO er al,, en 198].

La détermination de I'origine des embryons.

L'origine des embryons, zygotique ou nucellaire, a pu
¢tre déterminée dans la plupart des cas par une analyse
morphologique des feuilles.

La photo 2 montre des feuilles de Poncirus trifoliata
(P), une feuille entiére de Tangelo nova (T) et 5 feuilles
intermédiaires provenant de 5 plantes considérées comme
des hybrides : ces feuilles 4 trois folioles comme chez le
Poncirus trifoliata présentent cependant une forme et des
dimensions de folioles différentes.

Dans la photo 1, la plante de gauche (A) est semblable
au parent Poncirus trifoliata, celle du centre (B) et celle
de droite (C) ont des aspects morphologiques d'hybrides.

Une confirmation de l'origine des embryons, soit zygo-
tique soit nucellaire, a été apportée par |'étude des électro-
phorégrammes de divers systémes enzymatiques sur les 75
hybrides obtenus par ces 2 techniques entre P. trifoliata
et Tangelo nova. Sur les 9 systémes testés, des différences
ont été observées pour 5 d'entre eux : Amylases, PAC,
PGM, MDH, IDH : chacun de ces systémes permet de faire
la distinction entre les embryons de type nucellaire dont les
zymogrammes sont semblables a celui de Poncirus trifolia-
ta et 'embryon zygotique, aux comportements intermédiai-
res entre les 2 parents (PGM, MDH, IDH représentées dans
la photo 3).

Dans ce cas de croisement intergénérique (Poncirus
x Citrus), les zygotiques sont repérables grice a ces 5 sys-
témes qui possédent des alléles différents dans les deux
genres, L'analyse d’un seul systéme enzymatique (IDH)
pourrait étre suffisante dans la mesure ol le Poncirus et
le Tangelo nova n'ont pas d'alléles en commun pour ce
locus.

Ces 5 systémes enzymatiques ont déja été utilisés avec
succés chez les Citrus comme marqueurs variétaux (SOOST
et TORRES, 1981 ; ASHARI et al, 1989), ou comme
moyen d'identification d’embryons zygotiques ou nucel-
laires (GERACI er al., 1981 ; NORMAND, 1988 ; ROOSE
et TRAUGH, 1988).

Sur les 44 plantes obtenues par germination de graines
issues des fruits arrivés 4 maturité, 31 sont d’origine zygoti-
que et 13 d’origine nucellaire. Par mise en culture des em-
bryons immatures nous avons obtenu 11 plants hybrides
et 20 nucellaires.

Tous les embryons obtenus par la culture d'ovules
aprés 2 mois ont montré des profils électrophorétiques
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semblables a ceux du Poncirus trifoliara, il s’agit donc
d’embryons somatiques sans doute d’origine nucellaire
comme démontré par MOBAYASHI er al., 1987.

Tous les hybrides obtenus vont étre transférés dans les
vergers de la station de San Giuliano en Corse afin de suivre
non seulement leur développement, mais aussi leurs qualités
comme porte-greffe vis-a-vis du Clémentinier.

CONCLUSIONS

Des hybridations sexuées ont été réussies entre Poncirus
trifoliata L. RAF. et Tangelo nova, alors que la fécondation
de Poncirus trifoliata par du pollen de Citrus meyerin’a pas
été couronnée de succés. L'efficacité du croisement est ameé-
liorée lorsque les embryons sont prélevés 3 mois apreés la
fécondation et transférés sur un milieu de germination et de
croissance in vitro. Un prélévement plus précoce des ovules
«fécondés» aprés 2 mois a donné des embryons somatiques
ou des cals embryogénes.

Une analyse morphologique a permis de mettre en évi-
dence des différences entre les parents et les hybrides au
niveau des structures foliaires.

Fruits - vol. 45, n°6, 1990

Llidentité du caractére hybride a pu étre clairement
confirmée sur une partie des plantes ainsi obtenues en obser-
vant les isozymes de 3 familles enzymatiques : les phospho-
glucomutases, les malate-déshydrogénases et les isocitrate-
déshydrogénases. Dans ce cas précis, I'électrophorése
d’isozyme peut donc étre utilisée, & coté de techniques
plus sophistiquées telles que ['utilisation d’anticorps mono-
clonaux de protéines spécifiques & chacun des parents
(immunobloting) ou ['application de sondes moléculaires
aux ligneux fruitiers (OLLITRAULT, 1989).
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LAS HIBRIDACIONES INTERGENERICAS ENTRE PONCIRUS
TRIFOLIATA L. RAF Y CITRUS MEYERI Y. TAN O TANGELO

NOVA.

La determinacidn por la electroforesis de los embriones zigoticos o
nucelares en las plantas procedentes de hibridaciones F. trifoliata x

Tangelo nova.

G. ABDULLAH, M. COUMANS, P. VILLEMUR y R. JONARD.
Fruits, Nov.-Dec. 1990, vol. 45, n® 6, p. 591-597.

RESUMEN - Se han efectuade cruzamientos intergenéticos entre
Poncirus trifoliata L. RAF y Citrus meyeri Y, TAN o Tangelo nova,
Se obtienen hibridos entre P. trifoliata y Tangele nova por la germi-
nacidn in vitro de semillas maduras o por ¢l salvamento de embrianes
inmaturos de 3 meses de edad. La distincién entre las plintuias hibri-
das de origen zigdtico y las de origen nucelar puede realizarse me-
diante la observacidn morfoldgica de las hojas.

No obstante, solo una separacién por electroforesis de las isozimas

de 3 familias enzimdticas :

Fosfoglucomutasas, Malato deshidroge-

nasas e lsocitrato deshidrogenasas puede aportar una confirmacidn
clara v sin equivoco sabre el origen de los embriones.
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