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Amélioration
des agrumes
et biotechnologie.

RESUME

L’accroissement des pressions
phytosanitaires et la
diversification variérale effectuée
sur des criteres de qualité
attendue par le marché sont deux
des justifications majeures des
programmes d’amélioration des
agrumes a travers le monde.

Ces derniers se sont longtemps
heurtés aux contraintes
spécifiques du systeme de
reproduction des agrumes.

Le développement des techniques
de marquage moléculaire et de
biologie cellulaire, en particulier
celles associées 4 'embryogenese
somatique, ouvre aujourd’hui des
perspectives trés prometteuses
pour apporter une solution
variétale aux grands enjeux de
agrumiculture. L'apport des
biotechnologies dans le domaine
de 'amélioration des agrumes,
replacé dans le contexte de ses
objectifs et des contraintes
associées A 'amélioration
conventionnelle, est présenté

sur la base d’une synthese

bibliographique.
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Citrus breeding
and biotechnology.

ABSTRACT

The increase in pest and disease
pressure and varietal
diversification, based on market
quality criteria, are two major
motives for developing citrus
improvement programmes
worldwide. These programmes
have long been hindered by
specific constraints concerning
the citrus reproductive system.
The development of molecular
marking and cell biology
techniques, especially in
conjunction with somatic
embryogenesis, should address
the major challenges in citrus
culture and provide varietal
solutions. Biotechnology
applications in citrus breeding
programmes, within the context
of the above described aims
and constraints associated

with conventional breeding,

is presented in the form of

a bibliographical synthesis.
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Mejoramiento de los
agrios y biotecnologia.

RESUMEN

Dos de las mayores
justificaciones de los programas
de mejoramiento de los agrios a
través el mundo son el aumento
de los problemas fitosanitarios

y la diversificacién varietal
efectuada sobre criterios de
calidad esperada por el mercado.
Durante mucho tiempo estos
programas se han enfrentado

a los apremios especificos del
sistema de produccidn de los
agrios. El desarrollo de la técnica
de los marcadores moleculares

y de la biologfa celular,
particularmente las técnicas
asociadas a la embriogenesis
somdtica, abre hoy dfa
perspectivas muy prometedoras
para aportar una solucién varietal
a los grandes objetivos de

la citricultura. La aportacion de
las biotecnologfas en el sector
del mejoramiento de los agrios,
situado en el contexto de sus
objetivos y de sus apremios
asociados al mejoramiento
convencional, se presenta sobre
una base de sintesis bibliografica.
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Citrus, biotecnologia,
metodos de mejoramiento,
cultivo #n vitro, tecnicas de
cultivo, marcadores geneticos,
hibridacién somatica, metodo
haploide, transformacién
genetica.
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introduction

Avec 82 Mt produites en 1994 (ANONYME,
1995), les agrumes constituent, en volume, la
premiére production fruitiere mondiale et devan-
cent ainsi celle des raisins et des bananes. Laire
agrumicole actuelle est elle-méme trés vaste ; elle
se situe approximativement entre les 40° latitude
N et S, toutautour du monde. La superficie totale
plantée en agrumes est évaluée a plus de 3 M ha.
Les principaux pays producteurs sont le Brésil
(15 M), les Etats-Unis (9 Mt) et la Chine (4 My).
Les oranges représentent la plus grande part de
cette production (71%) ; suivent les citrons et les
limes (13%), les petits agrumes — tangérines,
— (10%) et les

pomélos (6%). Le volume de fruits transformés,

mandarines, clémentines, etc

en constante augmentation, est évalué a 35% de
la production totale. Dans le futur, la consomma-
tion devrait connaitre une progression plus rapide
dans les pays en développement que dans les pays
développés. Cette expansion du marché des
agrumescontraint les pays producteurs a s'impli-
quer dans une politique de création variérale afin
d’élargir leur gamme de produits sur des criteres
de qualité, et de répondre a lextension des
contraintes biotiques et abiotiques.

amelioration
des agrumes

objectifs d'amélioration

et dispersion des genes

et génomes d'intérét agronomique
Les objectifs d’amélioration sont nombreux ; ils

sont différents selon que I'on s’adresse aux culti-
vars ou aux porte-greffes.

Pour les cultivars, les qualités organoleptiques
(arbmes, teneur en sucre et acidité) sont impor-
tantes pour le fruit frais et la transformation. Les
aspects pomologiques (calibre, aspermie, colora-
tion, facilité d’épluchage) sont essentiels pour le
marché du frais. Létalement de la production
(gamme variétale) et les résistances aux maladies
sont également recherchés.

En revanche, I'adaptation aux conditions pédo-
climatiques et la tolérance aux pathogenes est le
premier objectif qui guide la sélection des porte-
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greffes. Le choix du porte-greffe est également
déterminant pour I'établissement du rendement
etde laqualité des fruits (JACQUEMOND et BLON-
DEL, 1980).

résistance au froid

Depuis de nombreuses années, Poncirus trifoliara
a été utilisé comme source de résistance au froid.
Plus récemment, de nouveaux programmes ont
débuté aux Etars-Unis, utilisant des Eremocitrus
et des kumquats. Les mandariniers Satsuma et les
Citrus junos (Yusu), résistants au froid, sont éga-
lement utilisés comme géniteurs pour 'améliora-
tion des cultivars. C inchangensis pourrait égale-
ment étre une source de résistance.

tolérance a la salinité

La tolérance  la salinité est un des objectifs de la
sélection de porte-greffe. Le mandarinier Cléopa-
tre et le limetier Rangpur sont utilisés 4 cet effet,
soit directement, soit comme géniteurs. Des résis-
tances au sel sont également présentes chez
Severinia buxifolia, Evemocitrus glauca, et Limno-
citrus littoralis ; les deux premiers sont par ailleurs
tolérants aux exces de bore.

tolérance et résistance
aux maladies et parasites

La principale source de résistance aux Phyto-
phthora sp et aux nématodes est le Poncirus. Des
résistances ont également été trouvées chez Citrus
grandis et C aurantifolia ainsi que dans les genres
Severinia et Citropsis. Pour la Tristeza, importante
maladie virale, la meilleure source de résistance
trouvée est également le Poncirus. Citrus sinensis
est tolérant au blight (maladie de dégénéres-
cence). Muraya paniculata serait tolérant au gree-
ning (maladie bactérienne), de méme que des
résistances aux acariens phytophages ont été trou-
vées chez les mandariniers Satsuma et Dancy et
le pomélo Marsh.

physiologie

Certains Microcitrus présentent une bonne apti-
tude 2 pousser dans des sols pauvres en azote
organique. Par ailleurs, les genres Feronia et Fero-
niella stimulent une premiere floraison précoce
lorsqu'’ils sont utilisés comme porte-greffes.

Les différents genres des Aurantioideae qui pré-
sentent un intérét certain pour la pharmacopée,
les arémes, les huiles essentielles, etc, ont, d’'une



maniere générale, été insuffisamment caractérisés
pour leurs tolérances aux facteurs biotiques et
abiotiques limitant la culture des agrumes. Il est
cependant probable qu’ils constituent un réser-
voir génétique important pour les futurs pro-
grammes d’amélioration.

stratégies de création
variétale conventionnelles

Tirant parti de la multiplication végérative, les
améliorateurs se sont limités, la plupart du temps,
a une sélection clonale. Ils ont ainsi porté I'essen-
tiel de leurs efforts sur les techniques de recherche
ou d’induction de polymorphisme sur un seul
cycle.

mutation

La sélection de mutations spontanées est la
méthode la plus anciennement utilisée pour
I'amélioration des agrumes. Elle a fourni pour le
clémentinier, en Espagne (BONO ez a/, 1982), au
Maroc et en Corse, de bons résultats pour Iéta-
lementde la période de récolte, 'amélioration des
calibres ou dela coloration des fruits. Des résultats
équivalents ont été obtenus pour le mandarinier
Satsuma au Japon (IWAMASA et NISHIURA,
1982). Clest également ce type de sélection qui
est, sur une échelle de temps beaucoup plus
longue, a 'origine de la diversification des oran-
gers ou des pomélos. La mutagenese induite s'est
avérée un bon outil pour la recherche de cultivars
aspermes. De tels mutants ont ainsi été obtenus
par HEARN (1984) et WHU e a/ (1986). Quel-
ques mutants de coloration ont également été
obtenus : le pomélo rouge et asperme Star-Ruby,
est issu d’'un programme d’irradiation (HENSZ,

1960).

recombinaison sexuée

Les premiers programmesimportants de création
variétale par hybridation ont été entrepris par
I'USDA en Floride 2 partir de 1893. Ils éraient
orientés vers la recherche de résistances aux
maladies et au froid. Le recours & Poncirus trifo-
liata comme source de résistance au froid n’a pas
permis d’obtenir des cultivars comestibles, car il
induisait des teneurs en huiles essentielles tres
élevées dans les hybrides. Certains hybrides Pon-
cirus x Citrus se sont avérés, en revanche, de tres
bons porte-greffes comme, par exemple, certains
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citrumélos (Poncirus x pomélo) et surtout les
citranges Troyer et Carrizo (Poncirus x oranger).
Des cultivars de bonne qualité ontété sélectionnés
parmides hybrides entre pomélos et mandariniers
(tangelo Nova, Orlando et Minneola). Quelques
hybrides entre mandariniers se sont également
révélés intéressants (Fairchild, Frémont, Fortune,

Wilking, Honey, etc).

polyploidie

La quasi-totalité des agrumes et des genres appa-
rentés sont diploides (2n = 2x = 18 ; KRUG,
1943). Lobjectif principal des travaux menés sur
la polyploidie a été 'obtention de cultivars tri-
ploides aspermes, a'image du limetier Tahiti qui
est un triploide spontané. De nombreux travaux
ont été réalisés pour obtenir des triploides par
hybridations entre diploides et tétraploides spon-
tanés (BARRET et HUTCHISON, 1978 ; CAMERON
et SOOST, 1969 ; ESEN et SOOST 1977). Des
triploides ont également été recherchés dans des
descendances de croisements entre diploides
(ESEN et SOOST, 1977a). Peu de cultivars com-
merciaux triploides sont issus de ces différents
programmes. Les principaux sont les hybrides
pamplemoussier x pomélo : Melogold et Oro-
blanco (SOOST et CAMERON, 1985). Des tan-
gors intéressants ont été récemment sélectionnés
par STARRANTINO (1994) et cette approche reste
trés prometteuse pour la diversification des
agrumes 2 petits fruits de type mandarine.

limites de I'amélioration
conventionnelle

Certains éléments caractérisant le systeme de
reproduction des agrumes ont constitué un frein
important a 'amélioration par voie sexuée.

polyembryonie

Chez de nombreux cultivars, les graines contien-
nent plusieurs embryons ; les embryons surnu-
méraires sont issus des cellules du nucelle. Seules
deux especes (C medica et C grandis) ne présen-
tent que des cultivars monoembryonés. Pour les
autres, le degré de polyembryonie peut varier de
maniére importante suivant les variéeés. La
polyembryonie conduit & l'obtention, dans les
semis, d’une proportion élevée de plantes nucel-
laires possédant le génotype maternel. Elle limite
ainsi les effectifs des populations recombinantes
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analysées, et donc la probabilité d’obtenir des
génotypes élites par hybridation entre cultivars
polyembryonés. Cette contrainte a réduit signifi-
cativement la base génétique exploitée en condui-
sant les améliorateurs a ne retenir généralement
que des géniteurs femelles monoembryonés
(SOO0ST, 1987).

stérilité gamétique

Les stérilités males et femelles ont été sélection-
nées par les agrumiculteurs, car elles entrainent la
production de fruits aspermes. La stérilicé polli-
nique est ainsi trés souvent présente a des degrés
variables. Lexemple de stérilité male le plus connu
est celui de 'oranger Washington Navel. De plus,
chez de nombreux cultivars comme les pomélos
Marsh et Thompson ou le citronnier Eureka, la
proportion de pollen viable est faible (5 4 15%).
La stérilité femelle est, quant a elle, plutét due 2
une mauvaise évolution des tissus gamétiques qu'a
une absence d’organes reproducteurs (mandari-
nier Satsuma, orangers Washington Navel, Ham-
lin, Valencia et pomélo Marsh). Ces stérilités
interdisent l'utilisation de nombreux cultivars
élites comme géniteurs.

incompatibilité gamétophytique

Auto- et inter-incompatibilité sont présents chez
les agrumes. Tous les pamplemoussiers sont auto-
incompatibles ; plusieurs hybrides, ou supposés
tels, le sont également (les tangelos Orlando et
Minneola, les cultivars Robinson, Nova, Page,
Fairchild, le clémentinier). Certains cultivars
d’orangers et de citronniers le seraient également.
La plupart des hybrides entre cultivars auto-
incompatibles présentent ce méme caractere. Ces
résultats sont cohérents avec une incompatibilité
de type gamérophytique. Ce systeme interdit
certaines combinaisons parentales et limite les
phases d’autofécondation dans les schémas
d’amélioration.

compatibilité sexuelle

Des hybrides, présentant une fertilicé plus ou
moins importante, peuvent étre obtenus entre les
différentes especes du genre Citrus. Les premiers
hybrides intergénériques entre Citrus et Poncirus
et Citruset Fortunellaont été produits parTUSDA
des 1897. Depuis, de tres nombreuses combinai-
sons ont été testées (IWAMASA et al, 1989). Ces
travaux ont démontré une bonne compatibilité
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sexuelle entre Citrus, Fortunella, Poncirus, Eremo-
citrus et Microcitrus ; les hybrides intergénériques
présentent toutefois généralement une faible fer-
tilité qui limite considérablement les possibilités
d’amélioration sur plusieurs cycles de recombi-
naison. Les hybridations réalisées avec des genres
plus éloignés (Glycosmis, Murraya, Triphasia,
Severinia, Hesperethusa) n'ont pas produit de
graines (IWAMASA ez al, 1989).

Par ailleurs, la longueur de la phase juvénile,
I'encombrement des descendances, la méconnais-
sance du déterminisme génétique de la plupart
des caracteres, ainsi que la dépression de consan-
guinité chez les cultivars polyembryonés, ont été
autant de facteurs défavorables pour la mise en
ceuvre des stratégies d’amélioration par voie
sexuée. [l apparait enfin que les caractéristiques
d’especes comme les orangers, les citronniers ou
les pomélos reposent sur des structures polygéni-
ques complexesa hautniveau d’hétérozygotie. Les
marqueurs moléculaires ont également démontré
que la diversification au sein de chacune de ces
« especes » sérait faite par accumulation de
mutations a partir d’'un génotype ancestral, sans
intervention de la recombinaison sexuée. Ces
structures limitent considérablement les proba-
bilités de succes d'amélioration par voie sexuée.

apport des
biotechnologies

Les récents développements des outils de biologie

cellulaire et moléculaire permettent d’une part

d’envisager une efficacité accrue des programmes

d’amélioration conventionnelle et d’autre part
“explorer des voies de création variétale totale-

d

ment nouvelles (tableau I).

marquage moléculaire

Les marqueurs moléculaires se divisent en trois
grandes classes :

(1) les métabolites secondaires (polyphénols,
arémes, huiles essentielles, etc) analysés par
chromatographie ou raisonnance magnétique
nucléaire ;

(2) les protéines (protéines totales ou isozymes)
étudiées par électrophorese ;

(3) TADN lui-méme analysé par le polymor-
phismedelalongueurdes fragments de restriction



Tableau |
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Applications des outils de la biologie cellulaire et moléculaire aux différentes stratégies d’amélioration.

Marqueurs
moléculaires

Gestion du germoplasme
Hybrides sexués
Hybrides somatiques
Cultivars triploides
Plantes transgéniques

+ o+ 4+ + +

(RFLP) ou via les techniques d’amplification par
PCR (RAPD, AFLD, PCR ciblée, etc).

Les métabolites secondaires ont été étudiés prin-
cipalement 2 des fins taxonomiques (SCORA,
1989) et pour la discrimination des plants zygo-
tiques et nucellaires (ESEN et SOOST, 1977b,
WEINBAUM et al, 1982). Cependant, seules les
deux dernieres classes de marqueurs peuvent étre
assimilées 2 des marqueurs génétiques dont le
polymorphisme peut étre directement relié & des
variations génétiques. Les isozymes ont été les
premiers marqueurs génétiques étudiés chez les
agrumes (BUTTON et al, 1976 ; TORRES et al,
1978) ; une quinzaine de systémes sont analysa-
bles en routine a partir de feuilles ou d’écorces et
apportent des informations surle polymorphisme
d’une vingraine de loci (ROOSE, 1989 ; OLLI-
TRAULT et al, 1992, 1994c). Plus récemment les
techniques RFLP (ROOSE, 1989 ; LURO, 1993)
et RAPD (LURO er al, 1994a) ont été dévelop-
pées ; elles augmentent considérablement la puis-
sance du marquage génétique chez les agrumes.

Les applications du marquage génétique peuvent
étre subdivisées en trois grands domaines.

étude des systemes de reproduction
Différents auteurs ont eu recours aux isozymes
pour différencier les plants zygotiques et nucel-
laires (BUTTON et al, 1976 ; TORRES etal, 1978 ;
SOOST et al, 1980). Cette technique s'avére par-
ticulierement efficace pour les génotypes présen-
tant une hétérozygotie élevée (OLLITRAULT ez al,
1994c). Elle a ainsi permis d’analyser le taux
d’apomixie de différents porte-greffes (ROOSE,
1989) etde sélectionner les plantszygotiques dans
les programmes d’hybridation entre espeéces
polyembryonées. Lutilisation de la PCR avecdes
amorces de type minisatellite ou microsatellite
parait prometteuse pour les génotypes faiblement
hétérozygotes (LURO er al, 1995b).

Lanalyse du polymorphisme enzymatique peut
également étre utilisée dans le cadre de pro-
gramme de biologie cellulaire pour s'assurer de
lorigine des cals embryogenes obtenus par cul-
ture d’ovules (OLLITRAULT et a/, 1992), ou pour
vérifier Iorigine des plantes régénérées dans les
programmes de fusion somatique (BEN HAYIM ez
al, 1982 ; GROSSER et al, 1988 ; OLLITRAULT et
al, 1994a). Le RFLP a également été utilisé dans
ce cadre (KOBAYASHI ez a/, 1988) ; il est particu-
ligrement utile pour les programmes de fusions
asymétriques (VARDI ez al, 1987) et I'identifica-
tion de cybrides (LURO er al, 1995a) grace a
P'utilisation de sondes cytoplasmiques.

étude de I'organisation

de la diversité genétique

Le polymorphisme enzymatique, le RFLP et le
RAPD sont performants pour 'identification de
cultivars issus d’hybridation. En revanche, la dis-
crimination de mutants d’'un méme génotype
ancestral (ex : les différents cultivars d’orangers)
est tres rarement obtenue (TORRES ez a/, 1978 ;
ROOSE, 1989 ; LURO ez al, 1995b). Le dévelop-
pement des techniques d’AFLP (amplification
fragment lenght polymorphism), 'analyse du
VNTR (variable number tandem repeat) ou
I'étude des transposons pourrait permettre
d’accroitre le pouvoir de discrimination.

Les marqueurs moléculaires ont mis en évidence
des structures intraspécifiques (hétérozygotie,
diversité allélique et génotypique) trés contrastées
(ROOSE, 1989). IIs confirment également la
structuration du genre Cirusautour de trois poles
ancestraux : C medica, C reticulara et C grandis
(HANDA et 2/, 1986 ; GREEN et al, 1986 ; YAMA-
MOTO et al, 1993). Cette structure avait été
proposée précédemment sur la base d’une érude
de taxonomie numérique (BARRET et RHODES,
1976). Ces données mettent en lumiere I'impor-
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tance des mandariniers et des pamplemoussiers
pour la conservation d’une large diversité généti-
que ; elles sont primordiales pour I'établissement
des schémas d’amélioration au sein de chaque
espece.

cartographie du génome

Les nouveaux outils permettent de réaliser le
marquage de 'ensemble du génome et donc, par
l'analyse des taux de recombinaison sur des des-
cendances contrdlées, de localiser les genes déter-
minant les caractéres monogéniques ainsi que les
genes majeurs contrdlant la variance génétique
des caracteres quantitatifs (QTLs ; PERRIER ez al,
1992). Plusieurs cartes du génome des agrumes
associant isozymes, RFLP (photo 1) et RAPD ont
été publiées (DURHAM eral, 1992 ; JARRELL ez al,
1992 ; LURO et al, 1994 b; CAl et al, 1994). Ces
travaux ont mis en évidence de trés nombreuses
distorsions de ségrégations et ont, en particulier,
permis de localiser le gene d’'immunité ala tristeza
dans le génome du Poncirus (GMITTER er al,
1994 ; CHENG et al, 1994) et un gene de nanisme
du Poncirus Flying dragon (CHENG et ROOSE,
1994). Les programmes de cartographie confor-
teront significativement les programmes d’amé-
lioration par voie sexuée (sélection assistée par
marqueurs) et, & plus long terme, les génes ainsi
localisés pourront étre isolés en vue de la trans-
formation génétique. Les cartes génétiques per-
mettent, par ailleurs, de choisir des marqueurs
couvrant 'ensemble des chromosomes afin
d’analyser finement!'origine des plantes diploides
régénérées dans des programmes de fusion soma-
tique (LURO ez a/, 1995a). Enfin, la cartographie
comparée des génomes des différentes especes
devrait apporter des informations tres intéres-
santes sur I'évolution des agrumes.

cytométrie en flux

La cytométrie en flux, développée récemment
sur les agrumes (OLLITRAULT et MICHAUX-
FERRIERE, 1994 ; LUCRETTI ez a/, 1994), a deux
applications principales.

analyse de la taille du génome

Létude de noyaux, marqués avec des colorants
spécifiques des acides nucléiques, a mis en évi-
dence des variations de la raille des génomes
haploides, au sein des différentes especes du genre
Citrus (OLLITRAULT ez a/, 1994b). La principale

272  Fruits, vol 50 (4)

application de cette technique est toutefois
Iétude du niveau de ploidiede plancules issues de
semis ou de fusions somatiques (STARRANTINO
etal, 1994b ; OLLITRAULT ez a/, 1994a). Compte
tenu de sa rapidité de mise en ceuvre, cette techni-
que autorise en effet la recherche d’événements
de polyploidisation spontanée ou induite relati-
vement rares. Des phntules tétraploides ont ainsi
étéidentifiées dansdessemisde diploides polyem-
bryonés (OLLITRAULT et JACQUEMOND, 1994),
tandis que des plantes triploides ont été sélection-
nées dans des descendances d’hybridations
contrdlées entre diploides (OLLITRAULT er 4l
1995). La cytométrie en flux apparalt, dans ce
cadre, une technique tout 2 fait complémentaire
de celle des isozymes et des RELP qui sont, pour
leur part, d’excellents marqueurs de la recombi-
naison sexuée.

identification et tri des hétérofusions
dans les programmes
de fusion somatique

La définition des parametres d’électrofusion a pu
étre améliorée grice a une évaluation précise de
la fréquence des héwérofusions au stade proto-
plaste (OLLITRAULT er a/, 1995). Ces travaux
tirent partie, sous rayonnement UV, de la fluo-
rescence rouge des chloroplastes des protoplastes
de feuilles du premier parent, opposée 2 la fluo-
rescence verte des protoplastes de cals colorés au
FDA (fluorescéine diacérate) du second parent.
Ainsi, seules les hétérofusions présentent une
double fluorescence dans le mélange de proto-
plaste apres fusions. Ces travaux déboucheront
sur un tri des hétérofusions en condition stérile.
Cette technique devrait ainsi limiter les pro-
blemes de compétitions entre les cellules
diploides parentales et les cellules tétraploides

hybrides.

systemes de régénération in vitro

microgreffage d’'apex et
assainissement du germoplasme

L’assainissement du matériel végéral est une com-
posante importante de la gestion du germoplasme
agrumes. Celui-ci a longtemps été réalisé par
sélection de plantes d’origine unicellaire (CASSIN
et LOSSOIS, 1977). Cette technique n'était tou-
tefois pas adaptée aux cultivars monoembryonés
ou stériles. Par ailleurs, le passage par 'embryon



est associé a des caracteres de juvénilité défavora-
bles. La culture de méristemes d’agrumes s'étant
avérée peu efficace, assainissement est aujour-
d’hui clssiquement réalisé par thermothérapie
associée au microgreffage d’apex sur de jeunes
porte-greffes 7n vitro (NAVARRO, 1982 ; VOGEL
et al, 1988).

sauvetage d’embryons

La culture 7 vitro d’embryons de pépins a divers
stades de développement a deux applications
principales. La premitre est 'obtention de plan-
tules hybrides dans des croisements entre variétés
polyembryonées. La seconde est le sauvetage
d’embryons polyploides.

[l est possible de sauver les embryons a des stades
de développement précoce comme le stade cor-
diforme (RANGAN er af, 1969) ou globulaire
(STARRANTINO et RUSSO, 1980). RANGAN et a/
(1969) ont ainsi obtenu des plntules hybrides
issues de croisements entre variétés polyembryo-
nées. La culture d’ovules fécondés de cultivars
polyembryonés prélevés 3 semaines apres anthese
a également permis d’obtenir des plantules
hybrides (OLLITRAULT et a/, 1992).

Des phntules triploides, issues d’hybridations de
cultivars monoembryonés diploides par du pollen
de tétraploides, ont pu étre obtenues par sauve-
tage d’embryonsimmatures prélevés troisa quatre
mois apres anthése (STARRANTINO et RECUPERO,
1982), ou d’embryons prélevés dans des graines
mal développées trouvées dans les fruits mirs
(OryaMAeral, 1982). Le développementanormal
in vivo des embryons issus de ce type de croise-
ment serait lié 2 un ratio défavorable (4/3) des
niveaux de plidie de 'albumen et de 'embryon
(ESEN et SOOST, 1977a).

Des polyploides spontanés ont également pu étre
obtenus apres sauvetage in vitro des embryons des
graines maldéveloppées de cultivars polyembryo-
nés (autotétraploides issus du doublement chro-
mosomique des tissus nucellaires ; OLLITRAULT
et al, 1995) et monoembryonés (triploides sans
doute issus de la fécondation d’ovules diploides ;
OLLITRAULT et al, 1995).

embryogenese somatique

Lembryogenese somatique des génotypes poly-
embryonés du genre Cizrus est maitrisée depuisle
début des années 1970. La culture in virro
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Deseendants

d’ovules, fécondés ou non, permet d’amplifier le
phénomene naturel d’apomixie, soit directement
(BUTTON et BORNMAN, 1971), soitapres passage
par cal (KOCHBA et SPIEGEL-ROY, 1977b).
[1semble ainsi y avoir un lien directentre le degré
de polyembryonie in vivo d'un génotype et ses
capacités embryogenes 7z vitro (MOORE, 1985).
De rares proliférations d’embryons originaires des
tissus zygotiques de I'ovule ont été mises en évi-
dence grice a des études de polymorphisme iso-
enzymatique (OLLITRAULT ez a/, 1992). Dans la
majorité des cas, les embryons, ou les cals friables
(a forte aptitude embryogene), sont d’origine
nucellaire (KOBAYASHI et 4/, 1982). Pour les
especes monoembryonées, les exemples d’em-
bryogenese somatique sont plus raresetles phntes
régénérées présentent fréquemment des carac-
teres aberrants (NAVARRO et al, 1985). En
revanche, pour les cultivars polyembryonées, au-
cune variation somaclonale n’a été observée sur
les phnts régénérés par culture d’ovules (STAR-
RANTINO et RUSSO, 1983), voire méme apres
régénération A partir de protoplastes isolés de cals
embryogenes repiqués depuis plusieurs années
(KOBAYASHI, 1987).

La nature des sucres (HIDAKA et OMURA, 1989 ;
CABASSON et al, 1995) ou des hormones
(KOCHBA et SPIEGEL-ROY, 1977b), ajoutés aux
milieux, permet d’orienter les cultures de cals
nucellaires soit vers la multiplication de ce cal, soit
vers la régénération d’embryons.

Les souches de cals embryogenes sont repiquées
mensuellement ou cryoconservées dans 'azote
liquide (SAKAI er al, 1991 ; ENGELMANN et al,
1994). Elles constituent le coeur des programmes
de création variérale faisant appel & 'embryoge-
nese somatique (mutagenese, fusion somatique,
transformation génétique). Apres avoir subi des
traitements mutagénes, ces cals embryogenes ont
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Photo 1

Ségrégation de marqueurs
RFLP dans une descendance
d'hybridation contrélée intergé-
nérique Citrus grandis

x (Creshni x Poncirus trifoliata).
1:C grandis ;

2 :Creshni;

3 : P trifoliata ;

4 : Creshni x P trifoliata.
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été soumis a des pressions de sélection ; ils ont
permis de régénérer des plantes plus tolérantes au
sel (KOCHBA et al, 1982 ; SPIEGEL-ROY et BEN
HAYIM, 1985), ou a la toxine du mal secco
(NACHMIAS ez al, 1977 ; GENTILE ez al, 1994).
Lapplication des traitements mutageénes sur les
cals embryogenes pourrait, parailleurs, permettre
d¥éviter la formation de chimeres (OLLITRAULT,
1994).

Des plantules triploides ont également été régé-
nérées par embryogenése somatique a partir
d’albumen (GMITTER ez a/, 1990).

Le greffage d’embryons somatiques (OLLI-
TRAULT, 1992) ou de petits vitroplantsassure un
gain de temps important par rapport a la voie
classique ; il pourrait permettre d’accélérer les
travaux de sélection des cultivars grice a un rac-
courcissement de la phase juvénile.

haplométhodes

Les travaux sur 'haploidie ont été peu nombreux.
Ils pourraient toutefois connaitre un regain d’in-
térét pour la réalisation de fusions d haploides et
de diploides, ainsi que dans le cadre des pro-
grammes de cartographie du génome, afin d’obtenir
des familles d’haploides doublés. Lobtention de
plantes ou cals haploides apparait peu aisée. Elle
a été menée a bien par culture d’antheéres de
Poncirus trifoliata (HIDAKA ez al, 1979), de Cala-
mondin (CHEN ez a/, 1980), d’orangers Trovita
(HIDAKA et KAJIURA, 1989) et de clémentiniers
(GERMANA, 1994). Des travaux récents (OLLI-
TRAULT et al, 1996) ont permis d’obtenir des
plantules et des cals haploides de clémentinier par
gynogenese induite par du pollen irradié. Les
haploides obtenus par androgenese et gynogenese
sont généralement tres peu vigoureux. Un gref-
fage précoce permet toutefois d’assurer leur crois-
sance (photo 2).

hybridation somatique

La forte aptitude a 'embryogenese des cals nucel-
laires d’agrumes a été rapidement exploitée pour
isoler et régénérer des protoplastes. Loranger est
ainsi la premiere espéce d’angiosperme ligneuse
pour laquelle une méthode de régénération de
plantesviablesa partir de protoplastes a été érablie
(VARDI eral, 1975). Cette technique a été étendue
aux autres especes du genre Cizrus (VARDI et SPIE-
GEL-ROY, 1982), ainsi quau genre Micvcitrus
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(VARDI et al, 1986). OHGAWARA et 2/(1985) ont
obtenu le premier hybride somatique intergéné-
rique par fusion de protoplastes de feuilles de
Poncirus et de protoplastes de cals embryogenes
d’orangers. Depuis, de nombreux hybrides soma-
tiques ont été réalisés par diverses équipes, tant
au niveau intragénérique qu’intergénérique
(KOBAYASHI er al, 1988 ; GROSSER, 1990 ;
TUSA et al, 1990 ; OLLITRAULT ez al, 1994b ;
photo 3). Ces travaux ont permis de surmonter
des stérilités gamétiques (ex : oranger Washing-
ton Navel + mandarinier Satsuma ; KOBAYAS-
HI et al, 1988), de restaurer des fertilités (ex :
oranger Navel + citrange Troyer ; OHGAWARA
et al, 1991) et de combiner des génomes sexuel-
lement incompatibles.

Ces différents travaux visent essentiellement la
création de porte-greffes cumulant les caracteres
de résistance des parents et possédant une bonne
compatibilité de greffage avec les cultivars. Plu-
sieurs milliers d’hybrides somatiques correspon-
dant a une vingtaine de combinaisons sont en
cours d’évaluation agronomique en Floride
(GROSSER, 1990 ; GROSSER ¢z al, 1992 et 1994).
Les hybrides somatiques permettront, par ail-
leurs, s'ils sont suffisamment fertiles, de diversifier
considérablement la gamme des géniteurs tétra-
ploides utilisés pour la création de triploides
(OLLITRAULT ez al, 1995). Jusqu'a présent, ces
géniteurs éraient des autotétraploides issus pour
Iessentiel de doublements spontanés des tissus
nucellaires. Lobtention directe de triploides par
fusion entre protoplastes haploides et diploides
est également envisagée.

Des fusions asymétriques (VARDI et a/, 1987) ont
été réalisées afin d’analyser les interactions
nucléocytoplasmiques. Des cybrides « sponta-
nés » ont également été obtenus relativement
fréquemment dans les programmes de fusions
intragénériques (TUSA er al, 1990 ; SAITO et al,
1993 ; LURO et al, 1995a ; etc).

transformation génétique

Les recherches sur la transformation génétique
sont relativement récentes. Nombre d’entre elles
exploitentle systeme de régénération parembryo-
genese somatique. KOBAYASHI et UCHIMIYA
(1989) ont réalisé des transferts directs sur proto-
plastes. Les cals présentant une expression stable
du transgene n'ont pas permis de régénérer de



plantule. HIDAKA er a/ (1990) ont régénéré des
plants résistants a la Kanamycine et a 'Hygromy-
cine apres transformation par coculture de cals
embryogenes et d’Agrobacterium tumefaciens.
STARRANTINO et al (1994a) développent le
transfert direct par canon 4 particules sur des cals
embryogenes. Des travaux sont également menés
sur des systemes de régénération par organoge-
neése. MOORE et 2/ (1992) ont ainsi transformé
des segments de tige par Agrobacterium.

Un des rares exemples de transfert de genes
potentiellement utile est celui du géne de la pro-
téine capsidique du virus de la tristeza.

La transformation génétique apparaitcomme une
stratégie privilégiée pour améliorer des especes
comme les orangers, les pomélos ou les citronniers,
compte tenu de leurs structures génétiques. La
combinaison de cette technique avec la localisa-
tion et I'isolement des géenes majeurs de résis-
tances, présents dans le germoplasme, devrait
en étendre considérablement les domaines
d’applications.

conclusions
et perspectives

Malgré les nombreux travaux déja réalisés et la
tres grande diversité génétique des agrumes
offerte aux sélectionneurs, les particularités du
régime de reproduction et des structures généti-
ques de cette plante ont limité considérablement
les progres génétiques par hybridation contrélée.
Les avancées les plus spectaculaires ont été obte-
nues pour les porte-greffes grice aux hybridations
intergénériques Poncirus x Citrus. La trés grande
majorité des cultivars sont, pour leur part, issus
de sélection de mutants spontanés.

Le développement des biotechnologies per-
met toutefois d’étre plus optimiste pour les
années a venir. Le marquage moléculaire et
les techniques iz vitro sont en effet trés pro-
metteurs, soit en soutien aux schémas de
sélection classiques, soit par I'introduction de
nouvelles approches.

Les techniques de marqueurs moléculaires et de
cytométrie en flux permettent de contréler lori-
gine des plants dans les programmes d’hybrida-
tions sexuées et somatiques. Lapplication rou-
tiniere de ces outils autorise, par ailleurs, la
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sélection précoce d’événements rares. Les nou-

veaux schémas d’amélioration par voie sexuée
pourront également s’appuyer sur les travaux
de cartographie du génome et de sélection
assistée par marqueurs. Chybridation somati-
que et la cybridation ouvrent la voie 4 une
utilisation large des ressources génétiques et
pourraient conduire & une exploitation plus
importante des niveaux triploides pour les cul-
tivars, et tétraploides pour les porte-greffes. La
transformation génétique, enfin, devrait répon-
dre au défi que constitue 'amélioration d’es-
peces comme C sinensis (orangers), C paradisi
(pomélos) ou C lemon (citronniers) pour la
résistance a certaines maladies.
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Photo 2
Clémentinier haploide, greffe
sur Citrus macrophylla.



Photo 3

Hybride somatique
intergénérique entre
Citrus deliciosa et
Poncirus trifoliata.
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