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La fusion de protoplastes, qui permet d 'obtenir des hybrides somatiques interspécifiques 
et intergénériques ou des cybrides, est une voie de recherche pleine d 'avenir 
pour l 'amélioration des porte-greffe et des cultivars d 'agrumes. 

introduction 
La fusion de protoplastes joue un rôle croissant dans les 
programmes d 'amélioration des agrumes (OuJTRAULT et 
LuRo, 1995). Elle permet en effet de contourner ceJtaines 
contraintes associées à l'hybridation sexuée et trouve son 
app lication dans la création de porte-greffe et de cu lti­
vars destinés à une agrum.iculture durable et de qualité 
dans le respect de l'environnement. 

Dans le cadre de l'amélioration des porte-greffe, elle 
autorise le cumul des gènes de résistances ou de tolé­
rances aux facteurs biotiques et abiotiq ues, quel que soit 
le niveau d 'hété rozygotie des géniteurs. 

Les ressources génétiques directement utilisables sont 
également très larges pu isque la fusion de protoplastes 
permet de combiner des génomes d 'espèces ou de 
genres sexuellement incompatibles (GMJTIER et al., 1992). 

Cette technique apparaît aussi prometteuse pour la diver­
sification des cultiva rs au niveau trip loïde et cela p lus 
particuliè rement dans le groupe des mandariniers 
(OLLITRAULT et al., 1995). Le pool des géniteurs tétra­
ploïdes, destinés à la création de cultivars triploïdes par 
hybridation sexuée avec les diploïdes , pourra en effet 
être considérablement enrichi. 

La restauration de la fertilité chez des hybrides soma­
tiques obtenus à partir de cultivars élites stériles a par 
ailleurs été observée (OHGAWARA et al., 1991). Les résul­
tats obtenus par le CIRAD1 dans ce domaine sont p ré­
sentés . 

obtention d'hybrides somatiques 
intergénériques 
Les travaux engagés en France depuis 5 ans par le 
CIRAD-FLHOR2, le CIRAD-BIOTROP3 et l'INRA4 (station 
de recherches agronomiques de San Giuliano en Corse) 
sur l'embryogenèse des agrumes se sont concrétisés en 
1994 par l'obtention des premiers hybrides intergéné­
riques Citrus reticulata (mandarinie r) + Fortunella 
japon ica (kumquat) dans le laboratoire du CIRAD-BIO­
TROP. Une centa ine de p lantes ont en effet été régéné­
rées après électrofusion de protoplastes de ca ls embryo­
gènes de C. reticulata et de protoplastes de feu illes de 
F jap onica (photos 1 à 3) . 

Le nivea u de ploïdie de ces plantes a été vérifié par cyto­
métrie en flux (figure 1), tandis que l'analyse des iso­
zymes confirmait leur nature hybride . Ces hybrides tétra­
ploïdes pourraient permettre , par hybridation sexuée 
avec des cu ltivars diploïdes, d 'introgresser les arômes, la 
ta rdiveté et les tolérances au fro id et au chancre citrique 
du kumq uat d ans des cultivars trip loïdes de type manda­
rinier. 

identification de cybrides 
Dans le cadre d'une collaboration avec l'IFAS5 
(Pr. ]. Grosser, Floride aux Etats-Unis), des cybrides 
dip loïdes (génome nucléaire d 'une espèce associé aux 
génomes cytoplasmiques d 'une autre espèce) ont été 
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identifiés grâce à 2 techniques : la cytom' trie en flu x et 
l'analyse des marqueurs RFLP du noyau et du cyto­
p lasme (photos 4 et 5) de plantes régénérées à partir de 
fusions entre des protoplastes de cals de C. deliciosa et 
des protoplastes de feui lles de C. sinensis (oranger) 
d 'une part, et des protoplastes de cals de C. delic-iosa et 
de protoplastes de feuilles de C. paradisi (pomelo) 
d 'autre part (LuRo et al. , 1995). 

Cette étude a révélé la présence systématique des 
génomes mitocho ndriaux et chlo roplastiques non recom­
binés du parent C. deliciosa (issu de cal embryogène) 
associés aux génomes nucléa ires de C. deliciosa, 
C. sinensis ou C. paradisi. 

Ces résultats sont sim ilaires à ceux obtenus par TusA et 
al. 0990) et SAJTO et al. 0993). Ils témoignent d 'un 
déterminisme cyto plasmique de l'aptitude à la régénéra­
tion par emb1yogenèse somatique chez les agrumes. Les 
cybrides obtenus constituent par a illeurs un matériel de 
choix pour évaluer le rôle des géno mes cytoplasmiques 
et des interactions nucléo-cytoplasmiques dans l'établis­
sement des caractères phénotypiques . 

perspectives 
Des fu ions omatiques de diverses combinaisons inter­
spécifiques [C. reticulata + C. sinensis ; C. reticulata + 
C. paradisi ; C. reticulata + C. lemon (citronnier) ; 
C. reticulata + C. aurantifolia (lime)] et intergénérique 

CC. reticulata + Poncirus trifoliata et C. aurantium + 
Eremocitrus glauca) ont été réalisées et sont en cours de 
régénération. Ces combinaisons destinées à l'améliora­
tio n de po rte-greffe o u des cultivars apporte ront égale­
ment de précieuses informations sur la génétique des 
polyploïdes. 

Des tentatives de fusions entre protoplastes d iploïdes et 
protoplastes haplo"ides (issus de plantules haploïdes 
obtenues par gynogenèse induite) devraient être effec­
tuées prochainement afin de synthétiser directement des 
triploïdes. L'origine des p lantes régénérées pour ces dif­
férents programmes sera contrôlée grâce au marquage 
moléculaire e t à la cytométrie en flux. L'ensemble du 
matérie l végéta l créé par fusion de protoplastes rentrera 
ensuite dans le résea u d 'évaluation multilocal du CIRAD­
FLHOR et de !'INRA pour en estimer le potentie l en 
cond itions méd iterranéennes et tropica les ainsi que la 
tolérance aux principa les maladies. • 

(1) CIRAD = Centre de coopération internationale en recher he 
agronomique pour le développement. 

(2) CIRAD-FLHOR = Département des productions fruitières et hor­
ticoles. 

(3) CIRAD-BlOTRO P = Laboratoire des bio technologies appliquées 
à l'amélioration des plantes trop ica les. 

(4) I 1RA = Institut national de la Recherch agronomique. 

(5) !FAS = Institute o f Food and Agricultural Sciences (University of 
Florida) . 
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