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ABSTRACT - After reviewing the main objectives assigned to citrus
breeding programs, this article summarizes the main results obtained
since the beginning of this century.

The major procedures for s:lecun; specific traits are presented with
special phasis on new bi logies such as genetic mappmg.
protoplast management and somatic embry , that are exp
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RESUME - Aprés un rappel des objectifs des programmes de création
variétale, ce travail fait le point sur prés d'un siécle d'amélioration
génétique des agrumes. Les critéres et méthodes de sélection sont
pfésentés sur la base d une symhéu bibliographique avec une men-
tion particuliére aux b logies (marquage moléculaire, embryo-

to make a breakthrough in the coming years.

Les agrumes représentent la premiére production frui-
tiére mondiale : 64,5 millions de tonnes en 1988-1989
(FAO, 1990). Le volume de fruits transformés est évalué a
22 millions de tonnes, soit prés de 35 p. 100 de la produc-
tion totale, et est en constante augmentation. Le jus d'oran-
ges concentré congelé absorbe une grande partie de la pro-
duction des Etats-Unis et I'essentiel de celle du Brésil.
Récemment, le marché d’agrumes d’ormement en pot a
également pris de 'ampleur, particuliérement en Europe du
Nord. L'é¢tendue de I'aire agrumicole actuelle est également
trés vaste puisqu’elle se situe approximativement entre les
40° degrés de latitude Nord et Sud, tout autour du Monde.

Les programmes de création variétale doivent donc ré-
pondre a une double diversité : 1) diversité des contraintes
liées a I'utilisation des agrumes ; 2) diversité des contrain-
tes pédoclimatiques et parasitaires rencontrées sur l'aire de
culture. L'association porte-greffe/cultivar permet dans une
certaine mesure de travailler les premiéres contraintes au
niveau des cultivars et les secondes au niveau des porte-gref-
fe. Des résistances ou tolérances A certaines maladies ou
attaques parasitaires doivent, toutefois, étre également
recherchées pour les cultivars. De plus I'existence d’interac-
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somatigue, pmtopllstes ...) qui pourraient, dans un proche
lveru.r déboucher sur des progrés génétiques notables.

tion porte-greffe/cultivar ne permet pas, pour certains
caractéres, de considérer les performances de I'association
sous un modéle additif.

Ce papier tente de faire un point bibliographique, sur
les objectifs des programmes d’amélioration des cultivars
et des porte-greffe, ainsi que sur les méthodes employées
pour y parvenir.

PROPAGATION ET STRUCTURES VARIETALES

Les techniques de multiplication et les structures
variétales sont deux éléments de base dans |’établissement
des schémas d’amélioration de nombreuses espéces. La
multiplication végétative, lorsqu’elle est possible, autorise
la plus grande souplesse, puisqu’elle permet la multiplica-
tion conforme de génotypes élites quels que soient leurs
niveaux d’hétérozygotie.

Dans le Sud-est asiatique, aire d’origine daes agrumes,
subsistent des zones d’agrumiculture traditionnelle ou les
agrumes sont cultivés sur leurs propres racines et multipliés
soit par marcotte, soil par semis pour les cultivars poly-
embryonnés. Ces méthodes de propagation ont de nom-
breux désavantages :
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Le marcottage présente de grands risques de dissémina-
tion des maladies virales et bactériennes, et offre un taux de
multiplication faible. Le semis, quant a lui. est pénalisé
par l'expression des caractéres de juvénilité et va, par ail-
leurs, a I'encontre de la recherche de cultivars a fruits as-
permes. Enfin. la culture franc de pied nécessite de regrou-
per dans un méme génotype les caractéres relatifs aux fruits
et les caractéres de résistance aux maladies ou d’adaptation
aux sols.

C'est pourquoi. en plantation commerciale, les agrumes.
comme la majorité des arbres fruitiers, se présentent sous
forme d'un complexe cultivar/porte-greffe.

La multiplication des porte-greffe est classiquement
réalisée par semis de graines polyembryonnées.-Des problé-
mes de conformité peuvent se poser pour certains génotypes
compte tenu du caractére partiel de I'apomixie (entre 40
et 100 p. 100 suivant les porte-greffe et les conditions
environnementales, ROOSE, 1988). Ainsi, la multiplication
du Poncirus «Flying dragon», pour lequel le taux d'apo-
mixie ne dépasse pas 50 p. 100, est trés problématique.

Les cultivars sont, quant & eux. multipliés par greffage
d'yeux ou par surgreffage. Cette derniére technique cou-
ramment utilisée en Espagne permet une rotation rapide
et donc une meilleure adéquation avec le marché.

Que ce soit pour les porte-greffe ou les variétés, on a
donc a faire 4 une propagation clonale de génotypes a
I'hétérozygotie souvent élevée comme I'ont montré les étu-
des de diversité enzymatique (OLLITRAULT, 1990 a).

LES OBJECTIFS
ET LES CRITERES DE SELECTION

La culture de plants greffés permet, dans une certaine
mesure, de scinder les contraintes génétiques entre porte-
greffe et cultivars. C'est un aspect important compte tenu
de la grande diversité climatique et écologique rencontrée
sur l'aire de culture des agrumes. Un cultivar sélectionné
peut ainsi avoir une vocation étendue, tandis que les critéres
de sélection des porte-greffe varient de maniére importante
suivant les zones de production.

Objectifs de I'amélioration des cultivars.

Les objectifs de I'amélioration sont essentiellement
fonction de I'utilisation des cultivars.

Pour la transformation, les principaux critéres sont la
productivité et 2 un moindre titre les teneurs en jus et en
sucre ainsi que la nature des pigments.

Pour le marché du fruit frais, la qualité du produit est en
passe de devenir le critére essentiel. La définition de la quali-
té organoleptique peut varier suivant les habitudes du con-
sommateur. En Occident, elle est déterminée par I'arome,
la teneur en jus et en sucre ainsi que 1acidité qui doit étre
€levée pour les citrons et les limes et modérée pour les au-
tres productions. En Asie, des fruits sans aucune acidité
sont trés prisés. L'aspermie (cf. encart n°® 1), la facilité
d'épluchage, la coloration interne et externe, et la régularité
de I'écorce participent aussi & la définition de la qualité

du fruit. L'étalement de la production constitue également
un objectif important des programmes de sélection.

Des caractéres de résistances aux maladies sont égale-
ment & rechercher. Le greening (pour les mandariniers, les
orangers et leurs hybrides). le chancre citrique (pour les
pomelos. les orangers et les agrumes acides), ou le mal
secco (Phoma tracheiphila) pour les citronniers. causent en
effet des dégdts considérables. La résistance au froid. enfin,
a donné lieu & de nombreux travaux en Floride (BARRETT,
1982), au Japon (IDEDA er al.. 1980) et en URSS (KA-
RAYA, 1981). s

Le développement actuel d'un marché important pour
les agrumes d'omement, en pot, conduit & définir de nou-
veaux critéres de sélection comme : un port en boule, une
phase de juvénilité trés courte, une floraison pluriannuelle,
des fruits de petits calibres trés colorés, ou un feuillage
panaché.

Objectifs de I'amélioration des porte-greffe.

L'adaptation aux sols et aux pathogénes qui s’y trouvent
sont les premiers objectifs qui guident la sélection des por-
te-greffe. Ainsi, suivant les types de sol, on recherche une
tolérance au sel, une adaptation aux sols alcalins ou acides,
et, dans tous les cas, une résistance ou une tolérance aux
Phytophthora sp. et aux nématodes. En Floride, la recher-
che d'une résistance au «blight» (maladie de dégénérescen-
ce) est également devenue un objectif prioritaire (WUT-
SCHER, 1979).

Le génotype des porte-greffe permet de moduler le
comportement de l'association porte-greffe/cultivar pour
de nombreux caractéres :

m La sélection de porte-greffe conférant a I'association,
une résistance ou une tolérance a la Tristeza est une priori-
té pour toutes les zones de culture. En effet, cette maladie
a virus a sans doute été la plus dommageable pour les plan-
tations d’agrumes depuis les années 1950. Pour le Sud-est
asiatique, la résistance au tatter leaf (maladie qui affecte
le point de greffe) est un critére de sélection important
(AUBERT, 1989).

m La résistance au froid de l'association constitue un ob-
jectif particuliérement important pour la Floride, le Japon
ou la Géorgie, et peut étre fortement améliorée par le porte-
greffe (BLONDEL, 1974 b).

® La vigueur de la partie aérienne et la productivité sont
également affectées par le porte-greffe (JACQUEMOND et
BLONDEL, 1986). Ainsi, dans certaines régions, les sélec-
tionneurs recherchent des porte-greffe nanisant afin de réa-
liser des plantations & haute densité (PHILLIPS and CAS-
TLE, 1977). En revanche, dans le Nord du Bassin médi-
terranéen, la sélection de porte-greffe vigoureux est encore
une priorité.

m Enfin, au-deld d’un effet quantitatif sur la re'c‘g'lte, le
porte-greffe a une influence non négligeable sur le plan
qualitatif (JACQUEMOND et BLONDEL, 1986 ; BLON-
DEL, 1974 a). Il agit sur de nombreux facteurs importants
sur le plan économique, comme le calibre, 1'épaisseur de la
peau, la teneur en jus ou la saveur du fruit. Ces effets sont
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ENCART N° 1
L’ASPERMIE DES AGRUMES, BASES GENETIQUES ET METHODES D'AMELIORATION

L'aspermie constitue un des objectifs majeurs, des programmes d’amélioration des cultivars, destinés au marché
du fruit frais. Des cultivars aspermes, issus de mutations ou d’hybridations naturelles, ont é1é sélectionnés dans tous
les grands groupes d’agrumes cultivés. Ceci prouve que la parthénocarpie est largement diffusée dans le genre Cirrus

L'absence de pépins repose sur trois grands types d'origine génétigue :

1. L’auto-incompatibilité gamétophytique. 5

Elle permet d’obtenir des fruits aspermes dans les vergers monovariétaux. L'exemple le plus comu dans le Bassin
méditerranéen est le clémentinier. L'incompatibilité gamétophytique est également largement répandue parmi les
pamplemoussiers et se retrouve dans d'autres espéces (FROST et SOOST, 1968). De nouveaux cultivars présentant
cette caractéristique peuvent étre créés par hybridation entre cultivars autoincompatibles. Ce type de programme
conduira toutefois a la création de variétés totalement nouvelles.

2. Les remaniements chromosomiques (Translocation, Inversion, Asynapsie).

Les remaniements chromosomiques entrainent fréquemment des stérilités gamétiques males ou femelles. et par
voie de conséquence l'aspermie, puisque la fécondation est nécessaire au développement des embryons nucellaires
(SOOST, 1987). De tels remaniements ont été observés chez de nombreux cultivars (IWAMASA er al.. 1988)
comme, par exemple, 'oranger Valencia qui présente une translocation hétérozygote. Les irradiations ionisantes
(ex. : rayon gamma) permettent d'induire ce type de mutations structurelles. LIU et DENG (1985) ont ainsi observé
de nombreuses aberrations chromosomiques aprés irradiations de cals d’apex racinaires, tandis que RUSSO er al

(1982) ont réduit le nombre de pépins de la clémentine Montréal et que HEARN (1984) et WHU er al. (1986) ont
obtenu des mutants totalement aspermes. s

3. La triploidie.

La triploidie entraine également la stérilité gamétique . Peu de cultivars triploides naturels ont éié identifiés. Les
plus connues sont les limes Tahiti et Bears. Des triploides ont été recherchés dans des descendances d’hybrida-
tion entre cultivars diploides et tétraploides. Cependant deux éléments ont considérablement limité I'efficacité
de ces recherches : 1) la plupart des tétraploides ayant été obtenus dans des semis de cultivars polyembryon-
nés, ils présentent ce méme caractére et sont donc difficilement utilisables comme parents femelles. 2) Les embryons
triploides obtenus par pollinisation avec un tétraploide sont trés peu viables (WAKANA er al., 1982). 1l est donc
apparu nécessaire de sélectionner des plantes tétraploides monoembryonnées. Celles-ci ont été recherchées dans des
semis de cultivars monoembryonnés (ESEN et SOOST, 1977) ou par traitement a la colchicine (TACHIKAWA.
1971 : BARRETT, 1974). Des triploides ont également été obtenus directement dans des descendances de croise-
ments entre diploides (ESEN et SOOST, 1977). Enfin, les techniques in vitro ont été utilisées, pour sauver les em-
bryons triploides dans des croisements diploides X tétraploides (STARRANTINO et RECUPERO, 1982) : pour
obtenir des tétraploides par traitement d'ovules 4 la colchicine (GMITTER et LING. 1991) et pour induire des
triploides par culture d’albumen (GMITTER et al., 1990). Le résultat le plus marquant de ces différents programmes

est la sélection de deux hybrides pomelo x pamplemousse : Melogold et Oroblanco (SOOST et CAMERON. 1980
et 1985).

également pris en compte lors de la sélection en fonction
des qualités intrinséques des cultivars qui lui sont associés.

Pour les porte-greffe de citronnier. de cédratier ou de
limettier, la compatibilité de greffage est un premier critére
de sélection qui réduit considérablement le choix des
génotypes.

Enfin, la polyembryonie qui est un critére essentiel,
compte tenu de la multiplication par semis des porte-greffe.
pourrait devenir un critére secondaire grace au développe-
ment des techniques de micropropagation soit par micro-
bouturage (BARLASS et SKENE, 1982 ; MOORE, 1986),
soit par embryogenése somatique (BUTTON et KOCHBA.
1977).

Les critéeres de sélection précoce et les pressions de
sélection in vitro.

Les résistances ou tolérances aux maladies font partie

des premiers critéres évaluables. Ainsi les résistances aux
Phytophthora (GRIMM et HUTCHISON, 1973) et aux
nématodes (O'BANNON et HUTCHISON, 1974) sont esti-
mées sur les jeunes plants de semis. L'utilisation du test
ELISA qui permet d'évaluer la concentration en virus de la
Tristeza dans les tissus pourrait peut-étre permettre déva-
luer la tolérance a cette maladie (GARNSEY ¢r al., 1981
SOOST. 1987).

Le recours aux marqueurs moléculaires a intéressé
trés ot les sélectionneurs (cf. encart n® 2). Ainsi MENDEL
et COHEN (1962), KESSLER (1966) ont tenté de corréler
les réactions biochimiques ou physiologiques des jeunes
plants a leurs comportements agronomiques. huiles
essentielles et les polyphénols ont également été étudiés
(TATUM er al., 1974 ; SCORA, 1988). Toutetois, I'étude
des isozymes pour la détection des plants zygotiques dans
les semis d’hybridation entre espéces polyembryonnées,
constitue la principale application du marquage moléculaire
en création variétale (TORRES er al, 1982). Le dévelop-
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ENCART N° 2

APPLICATION DES TECHNIQUES DE MARQUAGE GENETIQUE AUX PROGRAMMES D’ AMELIORATION
DES AGRUMES

Les marqueurs moléculaires se divisent en trois grandes classes : 1) les métabolites secondaires (polyphénols,
huiles essentielles. ...) analysés par chromatographie, 2) les protéines (protéines totales ou isozymes) étudiées par
électrophorése. 3) I’ADN Iui-méme analysé par le polymorphisme de la longueur des fragments de restriction
(RFLP). Seules les deux derniéres classes peuvent réellement étre assimilées a des marqueurs génétiques, dont le

polymorphisme est directement reliable 4 des variations génétiques. Les isozymes ont été les premiers marqueurs .
génétiques étudiés chez les agrumes (BUTTON er al, 1976 ; TORRES er al., 1978), une quinzaine de systémes *

enzymatiques sont analysables en routine a partir de feuilles ou d’écorces et apportent des informations sur le
polymorphisme d'une vingtaine de loci. Récemment les techniques d'analyse du RFLP ont été développées (ROO-
SE, 1988 ; LURO, 1989 : RENIS eral., 1990) et devraient augmenter considérablement la puissance du marquage
moléculaire chez les agrumes. B

Les applications du marquage génétiqué peuvent étre subdivisées en trois grands domaines :
1. Etude des systémes de reproduction.

Différents auteurs ont eu recours aux isozymes pour différencier les plants zygotiques et nucellaires (BUTTON
et al. 1976 ; TORRES eral, 1978 : SOOST er al., 1980). Cette technique s’avére particuliérement efficace pour les
génotypes présentant une hétérozygotie élevée (OLLITRAULT et FAURE, 1992 b) et a permis d’analyser le taux
d’apomixie de différent porte-greffe (ROOSE, 1988) et de sélectionner les plants zygotiques dans des programmes
d’hybridation entre espéces polyembryonnées.

L'analyse du polymorphisme enzymatique peut également étre utilisée dans les programmes in vifro pour s'assu-
rer de lorigine somatique des cals et embryons obtenus par culture d’ovules (OLLITRAULT er al.. 1992) ou vérifier
le produit des programmes de fusions somatiques (BEN HAYYIM eral.. 1982 : GROSSER et al.. 1988). Le RFLP
a également été utilisé dans ce cadre (KOBAYASHI er al., 1988), et est particuliérement utile pour les programmes
de fusions asymétriqueé (VARDI er al., 1987) grace a l'utilisation de sondes cytoplasmiques.

2. Etude de I'organisation de la diversité génétique.

Le polymorphisme enzymatique et le RFLP sont performants pour I'identification des cultivars issus d’hybrida-
tions. En revanche, la discrimination de mutants d’'un méme génotype ancestral (ex. : orangers) est trés rarement
obtenue (TORRES er al., 1978 : ROOSE, 1988) ; I'utilisation de sondes mettant en évidence des séquences haute-
ment répétées pourrait éventuellement permettre de détecter des remaniements structurels (inversions, transloca-
tions. ...). Les marqueurs génétiques ont également permis de mettre en évidence des structures intraspécifiques
(hétérozygotie. diversité allélique et génotypique) trés contrastées (ROOSE, 1988 ; OLLITRAULT et FAURE,
1992 a) et de confirmer la structuration du genre Citrus autour de trois poles : cédratier, pamplemoussier et manda-
rinier (GREEN er al., 1986 : OLLITRAULT et FAURE, 1992). Ces données sont primordiales pour I'établissement
des schémas d’amélioration au sein de chaque espéce.

3. Cartographie du génome.

Le RFLP permet. en théorie, de réaliser le marquage de I'ensemble du génome et donc de localiser les génes
déterminant les caractéres monogéniques, ainsi que les génes majeurs controlant la variance des caractéres quanti-
tatifs (PERRIER er al., 1991). Les premiers pas vers la cartographie du génome d’agrumes ont été fait par TORRES
et al. (1985) qui ont calculé les liaisons entre différents locus enzymatiques. L'université de Riverside (ROOSE,
1988), 'université de Floride et 'INRA Bordeaux (LURO er al., 1991) en collaboration avec I'INRA-IRFA San
Giuliano développent des programmes de cartographies du génome avec le RFLP afin de localiser les génes de résis-
tance aux principales maladies des agrumes. Ces programmes doivent déboucher sur la sélection précoce de ces
caractéres dans les programmes d’hybridation, et également, a plus long terme, sur le transfert des génes considérés
griace au génie génétique.

pement sur agrumes des techniques RFLP, et en particulier
les programmes de cartographie du génome (ROOSE, 1988 ;
LURO, 1989) devraient déboucher sur la localisation et la
sélection précoce des génes majeurs de certains caractéres
d’intérét agronomique.

Certains auteurs ont utilisé les techniques in vitro pour
réaliser une sélection ou une évaluation précoce. Des clones
ont ainsi été isolés a partir de cultures de cals sur des mi-
lieux a teneur élevée en sel (KOCHBA er al, 1982). Les
plantes régénérées a partir d’un de ces cals semblent présen-
ter au champ une résistance au sel plus importante (SPIE-

GEL-ROY et BEN HAYYIM, 1985). NACHMIAS er al.,
(1977) ont démontré que la croissance des cals nucellaires
du citronnier Eureka (sensible au mal secco) était bloquée
par I'addition dans le milieu de la toxine du mal secco,
tandis que les cals de I'oranger Shamouti (résistant) n'é-
taient pas affectés. JONARD er al, (1988) propdgent
d’évaluer la compatibilité de greffage grice a des micro-
greffes d’apex et des cocultures de cals in vitro.

L'évaluation des autres caractéres demande beaucoup
plus de temps. Ainsi, deux a trois années de récolte pe:-
mettent de juger la précocité, le calibre et la qualité des
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fruits, tandis que 10 & 15 ans sont nécessaires pour évaluer

la valeur agronomique des portegreffe (WUTSCHER.
1979).

LES METHODES D'AMELIORATION

Un enrichissement des populations de porte-greffe. en
génes de résistance, par des schémas récurrents & long
terme, est théoriquement envisageable. En revanche, la si-
tuation est plus complexe pour ce qui concerne les cultivars.
Les caractéristiques de certaines «espéces» d'agrumes
comme les orangers, les bigaradiers, les pomelos ou les
citronniers reposent sur des structures polygéniques comple-
xes, a I'hétérozygotie relativement élevée (OLLITRAULT.
1990 a). Ces structures ont été diversifiées par des muta-
tions somatiques fixées par la multiplication végétative. Une
amélioration au sein de chacune de ces «espéces» n'est done
pas réalisable par des travaux d’hybridation, si 1'on veut
conserver les caractéristiques spécifiques qui sont impor-
tantes, particuliérement pour le marché du fruit frais. Le
recours & I'hybridation intraspécifique est, en revanche,
envisageable au sein du groupe des mandanniers ou des
pamplemoussiers. Les hybridations interspécifiques pour-
raient également s'avérer intéressantes pour le marché de la
transformation pour lequel les critéres pomologiques ont
peu d’'importance.

En pratique, les contraintes du régime de reproduction,
la longueur de la phase juvénile, I'encombrement des descen-
dances et I'absence de critére de sélection précoce pour la
plupart des earactéres (en particulier pour I'évaluation de
la valeur agronomique) ont été autant de facteurs limitants
a l'établissement de schémas de sélection sur plusieurs
générations. Cest pourquoi, tirant parti de la multiplica-
tion végétative, les améliorateurs se sont la plupart du temps
cantonnés & une sélection clonale. Ils ont ainsi porté I'es-
sentiel de leurs efforts sur les techniques de recherche ou
d’induction de polymorphisme sur un cycle.

La sélection porte ainsi, soit sur des mutations ou chi-
méres spontanées identifiées en verger, soit sur des génoty-
pes obtenus par hybridation, par mutagenése induite ou par
recours aux biotechnologies.

Les mutants et chiméres.
e Mutations spontanées.

Les mutants et chiméres spontanés ont constitué, et
constituent encore, un matériel de choix pour la sélection
clonale. L'efficacité d’une telle sélection repose sur un suivi
arbre par arbre de la part des agrumiculteurs et une inter-
pénétration étroite entre la profession et la recherche. Elle
a fourni pour la clémentine, en Espagne (BONO et al,
1982), au Maroc et en Corse, de bons résultats pour I'étale-
ment de la précocité, 'amélioration des calibres ou de la
coloration des fruits. Des résultats équivalents ont été
obtenus pour la mandarine Satsuma au Japon (IWAMASA
et NISHIURA, 1982). C'est également ce type de sélection
qui est, sur une échelle de temps beaucoup plus longue,
a l'origine de la diversification des orangers, des citronniers
ou des pomelos.
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Les mutations de bourgeons peuvent conduire a la for-
mation de chiméres. Certains pomelos rouges ou roses
(OLSON er al., 1966). I'orange Shamouti (SPIEGEL-ROY,
1979) et certaines oranges sans acidité (CAMERON et
SOOST, 1979) se sont ainsi révélés étre des chiméres péri-
clines. Par ailleurs. certaines chiméres panachées présen-
tent de l'intérét pour le marché de I'ornement.

e La mutagenése induite.
De nombreuses expériences de mutagenése: induite par

irradiation ont été réalisées depuis 1935 pour I'amélioration
des cultivars.

Les premiers travaux d'irradiation ont porté sur des
greffons ou des graines. mais plus récemment certains au-
teurs ont cherché & limiter la formation de chiméres. soit
par l'irradiation de boutons floraux (IKEDA, 1976), soit par
I'irradiation de cals nucellaires (MITRA et CHATURVEDI.
1972 ; KOCHBA et SPIEGEL-ROY. 1976). de suspensions
cellulaires ou de protoplastes (VARDI er al., 1975).

Les taux d’irradiation efficace varient de maniére im-
portante suivant l'organe traité. lls s'échelonnent entre 20
grays pour des boutons floraux (IKEDA. 1976). 30 a 60
grays pour des greffons (KERKADZE et KUTATELADZE,
1979 ; RUSSO ef al., 1982 ; LEGAVE er al., 1989), et
enfin, 120 4 160 grays pour des cals nucellaires qui s’ave-
rent peu radiosensibles (KOCHBA et SPIEGEL-ROY,
1976 ; OLLITRAULT,. 1992).

La mutagenése induite s’avére étre un bon outil pour la
recherche de cultivars aspermes (cf. encart n® 1). De tels
mutants ont ainsi été obtenus par HEARN (1984) et WHU
et al, (1986).

Quelques mutants de coloration ont également été
obtenus : le pomelo rouge et asperme Star Ruby, est issu
d’un programme d'irradiation (HENSZ 1960). Notons enfin
les travaux de KERKADZE et KUTATELADZE (1979)
qui ont sélectionné des mutants de précocité et de nanisme
du cultivar de mandarine Satsuma «Kuwano wase».

La recombinaison sexuée. 5
La compatibilité sexuelle dans le genre Citrus, ainsi
qu'avec les genres apparentés est trés large (De ROCCA
SERRA et OLLITRAULT, 1991). Toutefois le caractére
polyembryonné de trés nombreux génotypes a longtemps
limité certains types d’hybridation et privilégié I'utilisation
de parents femelles monoembryonnés. Le recouvrement
des embryons zygotiques dans les croisements entre variétés
polyembryonnées peut étre amélioré grice A des traite-
ments chimiques (DE LANGE et VINCENT, 1977) et la
culture d’embryons immatures (RANGAN er al, 1969).
L’étude du polymorphisme enzymatique permet également

de repérer les plants hybrides dans les semis. -

=
Les premiers programmes importants de création varié-
tale par hybridation ont été entrepris par I'USDA en Flori-
de & partir de 1893. Leurs objectifs étaient la recherche de
résistances aux maladies et au froid. Le recours a Poncirus
rrifoliata comme source de résistance au froid ne permit
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pas d'obtenir de cultivars comestibles. car il induisait dans
les hybrides des teneurs en huiles essentielles trés élevées.
Certains hybrides Poncirus x Citrus s’avérérent. en revanche.
de trés bons porte-greffe comme. par exemple, certains
citrumelos (Poncirus x pomelo) et surtout les citranges
Troyer et Carrizo (Poncirus x orange).

Des cultivars intéressants ont été sélectionnés parmi des
hybrides entre pomelo et mandarinier (tangelo Nova, Or-
lando et Minneola). En URSS un hybride Satsuma x pomelo
présentant une bonne résistance au froid a é1é sélectionné
(KARAYA, 1981). Quelques hybrides entre mandariniers
se sont également révélés intéressants (Fairchild. Frémont,
Fortune, Wilking, Honey ...). Le clémentinier serait un
hybride entre mandarinier commun et bigaradier granito ;
cependant I'étude des isozymes suggére plutdt une hybrida-
tion entre mandarinier commun et oranger (OLLITRAULT
¢t FAURE, 1992 a).

Les hybridations entre genres éloignés (Microcitrus,
Citropsis. Fortunella. Murrava) réalisées plus récemment
(BARRETT. 1977 ; IWAMASA et al., 1988) n’ont pas enco-
re débouché sur la sélection de cultivars performants.

Ces différents travaux d’hybridation ont mis en éviden-
ce une dépression de consanguinité trés importante dans les
descendances d'autofécondation des cultivars polyem-
bryonnés, tandis que celle-ci semble moins marquée pour les
monoembryonnés (SOOST et CAMERON, 1975). Ces
résultats peuvent s'expliquer ‘par une accumulation de mu-
tations défavorables a I’état hétérozygote conservées par la
multiplication somatique. alors qu'elles sont contre-sélec-
tionnées dans les populations a reproduction sexuée. Ceci
limite encore davantage la probabilité d'obtenir des culti-
vars intéressants par des hybridations intraspécifiques
d'orangers. de citronniers, de bigaradiers ou de pomelos.
Pour 1'essentiel du génome, ces croisements s'apparentent,
en effet. a des autofécondations.

A linverse, les hybridations interspécifiques et inter-
génériques (Poncirus x Citrus) présentent généralement un
hétérosis important (SOOST et CAMERON, 1975).

La polyploidie.

Le principal objectif des travaux sur la polyploidie a
été |'obtention de cultivars triploides aspermes. Plusieurs
voies ont été explorées pour y parvenir (cf. encart n° 1) :

1) recherche de triploides spontanés dans des semis d’hy-
bridation entre diploides (ESEN et SOOST. 1977 : OIYA-
MA et OKUDAI, 1983) ;

2) hybridations entre diploides et tétraploides (RUSSO et
TORRISI, 1953 ; TACHIKAWA er al., 1961 ; ESEN et
SOOST, 1977 ..);

3) cultures d’albumen in vitro (GMITTER er al.. 1990).

Peu de cultivars commerciaux triploides sont issus de
ces différents programmes. Les principaux sont deux hybri-
des pamplemousse x pomelo : Melogold et Oroblanco
(SOOST et CAMERON, 1980, 1985). Une orange triploide
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présentant des caractéres favorables aurait également été
obtenue par MAISURADZE er al., (1978).

Mis & part leur utilisation comme géniteur, pour I'ob-
tention de triploides. les cultivars tétraploides présentent
peu d’intérét pour une utilisation en production. Leurs
rendements sont. en effet. généralement faibles et le fruit
est peu attractif avec une écorce épaisse. La vigueur moindre
des tétraploides pourrait en revanche s’avérer intéressante
pour les porte-greffe. dans le cadre de plantation & haute

densité. 2

Les travaux sur 'haploidie ont été peu nombreux. lls
pourraient toutefois connaitre un regain d'intérét, dans le
cadre des programmes de cartographie du génome, afin
d’obtenir des familles d’haploides doublés. L'obtention
de plantes ou cals haploides apparait peu aisée. Elle a été
menée 4 bien par cultures d'anthéres de Poncirus trifuliata
(HIDAKA er al, 1979). de Calamondin (CHEN er al.
1980). d'oranger Trovita (HIDAKA et KAJIURA. 1989) et
de différents cultivars de citronniers (GERMANA er al,
1990). Les haploides ou haploides doublés obtenus sont
trés peu vigoureux ; de méme que pour la dépression de
consanguinité, ceci pourrait s'expliquer par une accumula-
tion de mutations défavorables a 1'état hétérozygote chez
les génotypes parentaux.

Les fusions somatiques et le génie génétique.

La forte aptitude a I'embryogenése des cals nucellai-
res d'agrumes (cf. encart n® 3) a été rapidement exploitée
pour isoler et régénérer des protoplastes. L'oranger est ainsi
la premiére espéce d’angiosperme ligneuse pour laquelle une
méthode de régénération de plantes viables a partir de
protoplastes a été établie (VARDI er al., 1975). Cette tech-
nique a été étendue aux autres espéces du genre Cirrus
(VARDI et SPIEGEL-ROY, 1982) ainsi qu’au genre Micro-
citrus (VARDI er al.. 1986). OHGAWARA eral., (1985)
ont obtenu le premier hybrnide somatique intergénérique
entre Poncirus et oranger. Depuis, de nombreux hybrides
somatiques ont été réalisés par diverses équipes (KOBA-
YASHI er al.. 1988 : GROSSER. 1990). Ces différents
travaux visent essentiellement la création de porte-grelfe
cumulant les caractéres de résistance des parents. Ils élar-
gissent considérablement les ressources génétiques accessi-
bles aux sélectionneurs puisqu’ils autorisent des hybrida-
tions entre parents sexuellement incompatibles. Plus de
1 400 hybrides somatiques représentant 12 combinaisons
sont en cours d'évaluation agronomique en Floride (GROS-
SER, 1990). Des fusions asymétriques (VARDI ¢t al,
1987) ont également été réalisées entre Poncirus et Citrus
ainsi qu'entre Citrus et Microcirrus (VARDI er al, 1989)
afin d’analyser les interactions nucléo-cytoplasmiques.

L'exploitation la plus récente des cals nucellaires et pro-
toplastes d'agrumes est la transformation génétique. Ainsi
KOBAYASHI et UCHIMIYA (1989) ont réussi le transfert
d’un géne de résistance a la kanamycine dans un proto-
plaste d'oranger mais n'ont toutefois pas régénéré de
plantes. HIDAKA et al.. (1990) ont transféré des géngs de .
résistance 4 la kanamycine et @ I’hygromycine grace a des
cocultures de cals nucellaires avec Agrobacterium tumefa-
ciens ; les plantes régénérées présentaient les mémes résis-
tances.
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ENCART N° 3

L’EMBRYOGENESE SOMATIQUE IN VITRO DES AGRUMES :
un élément clé des nouveaux programmes d’amélioration

L'embryogenése somatique est maitrisée, pour les espéces polyembryonnées du genre Citrus. depuis le début
des années 1970. La culture in virro d'ovules, fécondés ou non, permet d'amplifier le phénoméne naturel d'apomi-
xie ; soit directement (BUTTON et BORNMAN. 1971 : MITRA et CHATURVEDI. 1972) soit aprés passage par cal
(KOCHBA et SPIEGEL-ROY, 1977 a). Il semble ainsi y avoir un lien direct entre le degré de polyembryonie in
vivo d'un génotype et ses capacités embryogénes in virro (MOORE, 1985). De rares proliférations d’embryons
originaires des tissus zygotiques de I'ovule ont été mises en évidence grace & des études de polymorphisme isoenty-
matique (OLLITRAULT er al., 1992). Dans la majorité des cas. les embryons ou les cals friables ¢a forte aptitude
embryogéne) sont d’origine nuc:llaxre (KOBAYASHI er al.. 1981). Pour les espéces monoembrydnnées. les exem-

ples d’embryogenése somatique sont plus rares et les plantes régénérées présentent frequemmem des caractéres
aberrants (NAVARRO et al., 1985).

La nature des sucres (HIDAKA et OMURA, 1989) ou des hormones (KOCHBA et SPIEGEL-ROY, 1977 b).
ajoutés aux milieux, permet d'orienter les cultures de cals nucellaires soit vers la multiplication de ces cals, soit vers la
prolifération d’embryons. Pour les cultivars polyembryonnés, aucune variation somaclonale n’a été observée sur les

plants régénérés, et ce méme aprés plusieurs années de repiquage des cals (STARRANTINO and RUSSO, 1983 :
KOBAYASHI, 1987).

Les cals nucellaires constituent ainsi le coeur des programmes faisant appel 4 'embryogenése somatique (fig. 1) :

- pressions de sélection sur des cals ayant subi des traitements mutagénes : sel (KOCHBA er al., 1982), herbicide.
toxine du mal secco (NACHMIAS er al., 1977) ...,

- transfert de géne par coculture de cals nucellaires et d’Agrobacterium (HIDAKA er al., 1990),

- isolement de protoplastes a forte capacité embryogéne ouvrant la voie & de nombreux travaux de fusion somatique
(GMITTER, 1990) ainsi qu'a des transferts de génes par électroporation (KOBAYASHI et UCHIMIYA, 1989),

- cryoconservation du germplasm (SAKAI et al., in press),
- multiplication des porte-greffe (BUTTON et KOCHBA, 1977).

Dans le cadre des programmes de création de cultivar, la technique de greffage d’embryons (OLLITRAULT,
1990 b) pourrait permettre d’accélérer les travaux de sélection, griace & un gain de temps important par rapport

a la voie classique (allongement in vitro des embryons et acclimatation), et & un raccourcissement de la phase juvé-
nile,

CONCLUSION

Les particularités du régime de reproduction des agru-
mes ont limité considérablement les progrés génétiques, ce
malgré de nombreux travaux et la trés grande diversité
génétique offerte aux sélectionneurs. Les avancées les plus
spectaculaires ont été obtenues pour les porte-greffe grace
aux hybridations intergénériques Poncirus x Citrus. Le
développement des biotechnologies permet toutefois d'étre
plus optimiste pour les travaux a venir. Le marquage molé-

culaire a, en effet. permis d’éclaircir I'organisation généti-
que des agrumes, de distinguer les embryons somatigues et
zygotiques, et pourrait, dans un proche avenir, autoriser
la sélection précoce de certains caractéres d'intérét agrono-
mique, dans les descendances de croisements. Les techni-
ques in vitro et en particulier celles liées a I'embryogenése
somatique sont également trés prometteuses, soit en soutien
aux schémas de sélections classiques (sauvetage d’embryons,
mutagenése, multiplication d'un génotype a tester ...), soit
par l'introduction de nouvelles approches comme la fusion
somatique ou le transfert de génes.

ab
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FIGURE 1 - Embryogenése somatique et amélioration des agrumes.
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RE%UHEN Después de un repaso de los objetivos de los programas
de creacion vanc;al este tiabajo resena casi siglo de m:juramlenlo
genético de los citricos. Los criterios y los métodos de seleccian son
presentados sobre la base de una sintesis bibliografica con enfasis en
las nuevas biotecnologias (marcacion molecular, embriogenia soma-
tica, protoplastos ...) que podrian, en un future cercano, desembocar
en progresos genéticos notables,
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