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Amelioration 
des agrumes 
et biotechnologie. 

RESUME 

L'accroissement des pressions 
phyrosanitaires et la 
diversification varietale effecruee 
sur des criteres de qualite 
attendue par le marche sont deux 
des justifications majeures des 
programmes d'amelioration des 
agrumes a rravers le monde. 
Ces derniers se sont longtemps 
heurtes aux contraintes 
specifiques du systeme de 
reproduction des agrumes. 
Le developpement des techniques 
de marquage moleculaire et de 
biologie cellulaire, en parriculier 
celles associees a l' embryogenese 
somatique, ouvre aujourd'hui des 
perspectives tres prometteuses 
pour apporrer une solution 
varietale aux grands enjeux de 
l'agrumiculrure. L'apporr des 
biotechnologies clans le domaine 
de !'amelioration des agrumes, 
replace clans le contexte de ses 
objectifs et des contraintes 
associees a ]' amelioration 
conventionnelle, est presente 
sur la base d'une synrhese 
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 
cul rure 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 biotecnologfa. 

RESUMEN 

Dos de las mayores 
justificaciones de los programas 
de mejoramiento de los agrios a 
craves el mundo son el aumento 
de los problemas fi tosani tarios 
y la diversificaci6n varietal 
efecruada sobre criterios de 
calidad esperada por el mercado. 
Durante mucho tiempo esros 
programas se han enfrentado 
a los apremios especfficos de! 
sistema de producci6n de los 
agrios. El desarrollo de la tecnica 
de los marcadores moleculares 
y de la biologia celular, 
parricularmente !as tecnicas 
asociadas a la embriogenesis 
somatica, abre hoy dfa 
perspectivas muy prometedoras 
para aportar una sol uci6n varietal 
a los grandes objetivos de 
la citriculrura. La aportaci6n de 
las biotecnologfas en el sector 
de! mejoramiento de los agrios, 
si tuado en el contexto de sus 
objetivos y de sus apremios 
asociados al mejoramiento 
convencional, se presenra sobre 
una base de sinresis bibliografica. 
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introduction 
Avec 82 Mt produices en 1994 (ANONYME, 
1995), les agrumes constituent, en volume, la 
premiere production fruitiere mondiale et devan
cenc ainsi celle des raisins et des bananes. Laire 
agrumicole actuelle est elle-meme tres vaste ; elle 
se situe approximativemenc entre Jes 40° latitude 
N et S, tout autour du monde. La superficie totale 
plantee en agrumes est evaluee a plus de 3M ha. 
Les principaux pays producteurs sont le Bresil 
(15 Mt), Jes .Etats-Unis (9 Mt) et la Chine (4 Mt). 
Les oranges representent la plus grande part de 
cette production (71 %) ; suivent les citrons et les 
limes (13%), les petits agrumes - tangerines, 
mandarines, clementines, ecc - (10%) et les 
pomelos (6%). Le volume de fruits transformes, 
en constance augmentation, est evalue a 35% de 
la production totale. Dans le futur, la consomma
tion devrait connattre une progression plus rapide 
clans Jes pays en developpement que clans Jes pays 
developpes. Cette expansion du marche des 
agrumes contraint les pays producteurs a s'impli
quer clans une politique de creation varietale afin 
d'elargir leur gamme de produits sur des criteres 
de qualite, et de repondre a l' extension des 
contraintes biotiques et abiotiques. 

amelioration 
des agrumes 

objectifs d'amelioration 
et dispersion des genes 
et genomes d'interet agronomique 
Les objectifs d'amelioration sont nombreux; ils 
sont differents selon que l'on s'adresse aux culti
vars ou aux porte-greffes. 

Pour les cultivars, les qualites organoleptiques 
(ar6mes, teneur en sucre et acidite) sont impor
tances pour le fruit frais et la transformation. Les 
aspects pomologiques (calibre, aspermie, colora
tion, facilice d'epluchage) sont essenciels pour le 
marche du frais. Letalement de la production 
(gamme varietale) et les resistances aux maladies 
sont egalement recherches. 

En revanche, !'adaptation aux conditions pedo
climatiques et la tolerance aux pathogenes est le 
premier objeccif qui guide la selection des pone-
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greffes. Le choix du porte-greffe est egalement 
determinant pour I' etablissement du rendemenc 
et de la qualite des fruits (JACQUEMOND et BLON
D EL, 1986). 

resistance au froid 
Depuis de nombreuses annees, Poncirus trifoliata 
a ere utilise comme source de resistance au froid. 
Plus recemment, de nouveaux programmes one 
debuce aux Ecacs-Unis, ucilisant des Eremocitrus 
et des kumquats. Les mandariniers Satsuma et les 
Citrus junos (Yusu), resistants au froid, sont ega
lement utilises comme geniteurs pour !'ameliora
tion des culcivars. C inchangensis pourrait egale
ment ecre une source de resistance. 

tolerance a la salinite 
La tolerance a la salinite est un des objeccifs de la 
selection de porte-greffe. Le mandarinier Cleopa
tre et le limecier Rangpur sont utilises a cet effec, 
soit direccement, soic comme geniteurs. Des resis
tances au sel sont egalement presences chez 
Severinia buxifolia, Eremocitrus glauca, et Limno
citrus littoralis; les deux premiers sont par ailleurs 
tolerants aux exces de bore. 

tolerance et resistance 
aux maladies et parasites 
La principale source de resistance aux Phyto
phthora sp et aux nematodes est le Poncirus. Des 
resistances ont egalement ere crouvees chez Citrus 
grandis et C aurantifolia ainsi que clans les genres 
Severinia et Citropsis. Pour la Tristeza, importance 
maladie virale, la meilleure source de resistance 
trouvee est egalement le Poncirus. Citrus sinensis 
est tolerant au blight (maladie de degeneres
cence). Muraya paniculata serait tolerant au gree
ning (maladie baccerienne), de meme que des 
resistances aux acariens phytophages Ont ete trou
vees chez les mandariniers Satsuma et Dancy et 
le pomelo Marsh. 

physiologie 
Cercains Microcitrus presentenc une bonne apti
tude a pousser clans des sols pauvres en azote 
organique. Par ailleurs, les genres Feronia et Fero
niella scimulenc une premiere floraison precoce 
lorsqu'ils sont utilises comme porte-greffes. 

Les differents genres des Aurantioideae qui pre
sentenc un interet certain pour la pharmacopee, 
les ar6mes, les huiles essencielles, etc, ont, d'une 



maniere generale, ete insuffisamment caracterises 
pour leurs tolerances aux facteurs biotiques et 
abiotiques limitant la culture des agrumes. Il est 
cependant probable qu'ils constituent un reser
voir genetique important pour les futurs pro
grammes d'amelioration. 

strategies de creation 
varietale conventionnelles 
Tirant parti de la multiplication vegetative, les 
ameliorateurs se sont limites, la plupart du temps, 
a une selection clona\e. Ils Ont ainsi po rte !' essen
tiel de leurs efforts sur les techniques de recherche 
ou d'induction de polymorphisme sur un seul 
cycle. 

mutation 
La selection de mutations spontanees est la 
methode la plus anciennement utilisee pour 
I' amelioration des agrumes. Elle a fourni pour le 
clementinier, en Espagne (BONO et al, 1982), au 
Maroc et en Corse, de bans resultats pour l'eta
lement de la periode de recolte, !' amelioration des 
calibres ou de la coloration des fruits. Des resultats 
equivalents Ont ete obtenus pour le mandarinier 
Satsuma au Japan (lWAMASA et NISHIURA, 
1982). C'est egalement ce type de selection qui 
est, sur une echelle de temps beaucoup plus 
longue, a !' origine de la diversification des oran
gers ou des pomelos. La mutagenese induite s' est 
averee un bon outil pour la recherche de cultivars 
aspermes. De tels mutants ont ainsi ete obtenus 
par HEARN (1984) et WHU et al (1986). Quel
ques mutants de co\oration Ont ega\ement ete 
obtenus: le pomelo rouge et asperme Star-Ruby, 
est issu d'un programme d'irradiation (HENSZ, 
1960). 

recombinaison sexuee 
Les premiers programmes importants de creation 
varietale par hybridation Ont ete entrepris par 
!'USDA en Floride a partir de 1893. Ils etaient 
orientes vers la recherche de resistances aux 
maladies et au froid. Le recours a Poncirus trifo
liata comme source de resistance au froid n' a pas 
permis d' obtenir des cultivars comestibles, car ii 
induisait des teneurs en huiles essentielles tres 
elevees clans les hybrides. Certains hybrides Pon
cirus x Citrus se sont averes, en revanche, de tres 
bans porte-greffes comme, par exemple, certains 
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ciuumelos (Poncirus x pomelo) et surtout les 
citranges Troyer et Carrizo (Poncirus x oranger). 
Des cultivars de bonne qualite Oil( ete selectionnes 
parmi des hybrides entre pomelos et mandariniers 
(tangelo Nova, Orlando et Minneola). Quelques 
hybrides entre mandariniers se sont egalement 
reveles interessants (Fairchild, Fremont, Fortune, 
Wilking, Honey, etc). 

polyploYdie 
La quasi-cotalite des agrumes et des genres appa
rentes sont diplo"ides (2n = 2 x  = 18 ; KRUG, 
1943). l'.objectif principal des travaux menes sur 
la polyplo'idie a ete l'obtention de cultivars tri
plo'ides aspermes, a !'image du limetier Tahiti qui 
est un triplo'ide spontane. De nombreux travaux 
Ont ete realises pour obtenir des tripJo'ides par 
hybridations entre diplo'ides et tetraplo'ides spon
tanes (BARRET et HUTCHISON, 1978; CAMERON 
et SO OST, 1969 ; ESEN et SO OST 1977). Des 
triplo'ides ont egalement ete recherches clans des 
descendances de croisements entre diplo'ides 
(ESEN et SOOST, 1977a). Peu de cu!tivars com
merciaux triplo'ides sont issus de ces differents 
programmes. Les principaux sont les hybrides 
pamplemoussier x pomelo : Melogold et Oro
blanco (SOOST et CAMERON, 1985). Des tan
gors interessants Ont ete recemment se\ectionnes 
par STARRANTINO ( 1994) et cette approche reste 
tres prometteuse pour la diversification des 
agrumes a petits fruits de type mandarine. 

limites de !'amelioration 
conventionnelle 
Certains elements caracterisant le systeme de 
reproduction des agrumes ont constitue un frein 
important a !'amelioration par voie sexuee. 

polyembryonie 
Chez de nombreux cultivars, les graines contien
nent plusieurs embryons ; Jes embryons surnu
meraires sont issus des cellules du nucelle. Seules 
deux especes ( C medica et C grandis) ne presen
tent que des cu!tivars monoembryones. Pour les 
auues, le degre de polyembryonie peut varier de 
maniere imponanre suivant les varietes. La 
polyembryonie conduit a l' obtention, clans les 
semis, d'une proportion elevee de plantes nucel
laires possedant le genotype maternel. Elle limite 
ainsi les effectifs des populations recombinantes 

Fruits, vol 50 (4) 269 



0LUTRAUL T, LURO 

analysees, et done la probabilite d' obtenir des 
genotypes elites par hybridation entre cultivars 
polyembryones. Cette contrainte a reduit signifi
cativement la base genetique exploitee en condui
sant les ameliorateurs a ne rerenir generalement 
que des genireurs femelles monoembryones 
(SOOST, 1987). 

sterilite gametique 
Les sterilites males et femelles Ont ere selecrion
nees par les agrumiculreurs, car elles entra1nent la 
production de fruits aspermes. La sterilire polli
nique est ainsi tres souvenr presente a des degres 
variables. LexempJe de SteriJite male Je plus con nu 
est celui de I' oranger Washington Navel. De plus, 
chez de nombreux culrivars comme les pomelos 
Marsh et Thompson ou le citronnier Eureka, la 
proportion de pollen viable est faible (5 a 15%). 
La srerilite femelle est, quant a elle, plur6r due a 
une mauvaise evolution des rissus gametiques qu'a 
une absence d' organes reproducteurs (mandari
nier Satsuma, orangers Washington Navel, Ham
lin, Valencia et pomelo Marsh). Ces srerilires 
inrerdisent l'urilisation de nombreux cultivars 
elites comme geniteurs. 

incompatibilite gametophytique 
Auto- et inter-incomparibilire sonr presents chez 
Jes agrumes. Taus Jes pamplemoussiers sont auto
incompatibles ; plusieurs hybrides, ou supposes 
rels, le sonr egalemenr (Jes tangelos Orlando et 
Minneola, Jes cultivars Robinson, Nova, Page, 
Fairchild, le clementinier). Cerrains cultivars 
d' orangers et de citronniers le seraient egalement. 
La plupart des hybrides entre culrivars auto
incompatibles presenrenr ce meme caracrere. Ces 
resulrars sonr coherenrs avec une incomparibilire 
de type gametophyrique. Ce systeme inrerdir 
cenaines combinaisons parenrales er limire Jes 
phases d'autofecondarion clans Jes schemas 
d' amelioration. 

compatibilite sexuelle 
Des hybrides, presenranr une fenilire plus ou 
mains imporranre, peuvenr etre obtenus enrre Jes 
differenres especes du genre Citrus. Les premiers 
hybrides inrergeneriques enrre Citrus et Poncirus 
er Citrus et Fortune/fa onr ere produits par J'USDA 
des 1897. Depuis, de rres nombreuses combinai
sons Ont ere testees (IWAMASA et al, 1989). Ces 
travaux Ont demontre une bonne compatibiJite 
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sexuelle entre Citrus, Fortune/fa, Poncirus, Eremo
citrus er Microcitrus; les hybrides intergeneriques 
presentent tourefois generalement une faible fer
rilire qui limite considerablement Jes possibilites 
d'amelioration sur plusieurs cycles de recombi
naison. Les hybridarions realisees avec des genres 
plus eloignes (G61cosmis, Murraya, Triphasia, 
Severinia, Hesperethusa) n' onr pas produit de 
graines (IWAMASA et al, 1989). 

Par ailleurs, la longueur de la phase juvenile, 
I' encombremenr des descendances, la meconnais
sance du dererminisme genetique de la plupart 
des caracreres, ainsi que la depression de consan
guinite chez Jes cultivars poJyembryones, Ont ere 
aurant de facreurs defavorables pour la mise en 
ceuvre des srraregies d' amelioration par voie 
sexuee. II apparah enfin que Jes caracreristiques 
d' especes comme Jes orangers, Jes cirronniers ou 
Jes pomelos reposent sur des structures polygeni
ques complexes a haur niveau d'heterozygotie. Les 
marqueurs moleculaires ont egalement demontre 
que la diversification au sein de chacune de ces 
« especes » s' erair faire par accumulation de 
mutations a parrir d'un genotype ancestral, sans 
inrervenrion de la recombinaison sexuee. Ces 
structures limirenr considerablemenr Jes proba
bilites de succes d'amelioration par voie sexuee. 

apport des 
biotechnologies 

Les recenrs developpements des outils de biologie 
cellulaire et moleculaire permenenr d'une pan 
d'envisager une efficacite accrue des programmes 
d'ameliorarion convenrionnelle et d'autre part 
d' explorer des voies de creation varierale totale
menr nouvelles (tableau I). 

marquage moleculaire 
Les marqueurs moleculaires se divisenr en trois 
grandes classes : 
(1) Jes metabolites secondaires (polyphenols, 
ar6mes, huiles essenrielles, ere) analyses par 
chromatographie ou raisonnance magnetique 
nucleaire ; 
(2 ) Jes proteines (proteines totales ou isozymes) 
erudiees par elecrrophorese ; 
(3) l'ADN lui-meme analyse par le polymor
phisme de la longueur des fragments de restriction 
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Tableau I 
Applications des outils de la biologie cellulaire et moleculaire aux differentes strategies d'amelioration. 

Marqueurs Cytometrie Sauvetage Haplomethodes Embryogenese 
moleculaires 

Gestion du germoplasme + 

Hybrides sexues + 

Hybrides somatiques + 

Cultivars triplo'ides + 

Plantes transgeniques + 

(RFLP) ou v ia les techniques d'amplification par 
PCR (RAPD, AFLP, PCR ciblee, etc). 

Les metabolites secondaires one ete etudies prin
cipalemene a des fins taxonomiques (SCORA, 
1989) et pour la discrimination des planes zygo
tiques et nucellaires (ESEN et SOOST, 1977b, 
WEINBAUM et al, 1982). Cependant, seules les 
deux dernieres classes de marqueurs peuvenc etre 
assimilees a des marqueurs genetiques done le 
polymorphisme peut etre directement relie a des 
variations genetiques. Les isozymes one ete les 
premiers marqueurs genetiques etudies chez les 
agrumes (BUTTON et al, 1976 ; TORRES et al, 
1978) ; une quinzaine de systemes sonc analysa
bles en routine a panir de feuilles ou d'ecorces et 
apportent des informations sur le polymorphisme 
d'une vingtaine de loci (ROOSE, 1989 ; OLLI
TRAULT et al, 1992 , 1994c). Plus recemment les 
techniques RFLP (ROOSE, 1989 ; LURO, 1993) 
et RAPD (LURO et al, 1994a) one ete develop
pees ; elles augmentent considerablement la puis
sance du marquage genetique chez Jes agrumes. 

Les applications du marquage genetique peuvent 
etre subdivisees en trois grands domaines. 

etude des systemes de reproduction 
Differents auteurs one eu recours aux isozymes 
pour differencier les plants zygotiques et nucel
laires (BUTTON etal, 1976; TORRES etal, 1978; 
SO OST et al, 1980). Cette technique s' ave re par
ticulierement efficace pour Jes genotypes presen
tane une heterozygotie elevee (OLLITRAULT et al, 
1994c). Elle a ainsi permis d' analyser le taux 
d'apomixie de differencs porte-greffes (ROOSE, 
1989) et de selectionner Jes planes zygotiques clans 
les programmes d'hybridation entre especes 
polyembryonees. Lutilisation de la PCR avec des 
amorces de type minisatellite ou microsatellite 
parait prometteuse pour les genotypes faiblemene 
heterozygotes (LURO et al, 1995b). 

en flux d'embryons somatique 

+ 

+ + 

+ 

+ + + 

Lanalyse du polymorphisme enzymatique peut 
egalement etre utilisee clans le cadre de pro
gramme de biologie cellulaire pour s'assurer de 
l'origine des cals embryogenes obtenus par cul
ture d'ovules (OLLITRAULT etal, 1992 ), ou pour 
verifier I' origine des plantes regenerees clans les 
programmes de fusion somatique (BEN HAYlM et 
al, 1982 ; GROSSER et al, 1988 ; 0LLITRAULT et 
al, 1994a). Le RFLP a egalement ete utilise clans 
ce cadre (KOBAYASHI et al, 1988) ; ii est parcicu
lierement utile pour Jes programmes de fusions 
asymetriques (VARDI et al, 1987) et !'identifica
tion de cybrides (LURO et al, 1995a) grace a 
!'utilisation de sondes cytoplasmiques. 

etude de !'organisation 
de la diversite genetique 
Le polymorphisme enzymatique, le RFLP et le 
RAPD sonc performanes pour !'identification de 
cultivars issus d'hybridation. En revanche, la dis
crimination de mutants d'un meme genotype 
ancestral (ex : les differents cultivars d' orangers) 
est cres raremenc obtenue (TORRES et al, 1978 ; 
ROOSE, 1989 ; LURO et al, 1995b). Le develop
pement des techniques d'AFLP (amplificati on 
fragment lenght p olymorph ism), I' analyse du 
VNTR (varia ble n umb er tandem repeat) ou 
l' ecude des cransposo ns pourrai t permettre 
d'accroitre le pouvoir de discrimination. 

Les marqueurs moleculaires ont mis en evidence 
des structures intraspecifiques (heterozygotie, 
diversite allelique et genotypique) cres contrastees 
(ROOSE, 1989). Ils confirment egalemenc la 
struccuration du genre Citrus au tour de trois poles 
ancestraux : C medica, C retic ulata et C grandis 
(HANOA etal, 1986; GREEN etal, 1986; YAMA
MOTO et al, 1993). Cette structure avait ete 
proposee precedemment sur la base d'une etude 
de taxonomie numerique (BARRET et RHODES, 
1976). Ces donnees mettent en lumiere l'impor-
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ranee des mandariniers et des pamplemoussiers 
pour la  conservation d'une l arge diversite geneti
que; ell es sont primordiales pour l 'etabl issement 
des schemas d'amel ioration au sein de chaque 
espece. 

cartographie du genome 
Les nouveaux ouril s permettent de real iser l e  
marquage de I '  ensemble du genome et done, par 
!'analyse des taux de recombin aison sur des des
cen dan ces control ees, de l ocal iser Jes genes deter
minant Jes caracteres monogeniques ain si que Jes 
genes majeurs control an t l a  variance genetique 
des caracteres quantitatifs (QTLs; PERRI ER et al, 
1992 ). Plusieurs canes du gen ome des agrumes 
associant isozymes, RFLP (photo 1) et RAPD ont 
ete publ iees (DURHAM et al ,  1992; JARRELL et al, 
1992 ; LURO et al, 1994 b; CAJ et al, 1994). Ces 
travaux ont mis en eviden ce de tres nombreuses 
distorsions de segregations et on e ,  en parricul ier, 
permis de l ocal iser l e  gene d'immunite a l a  tristeza 
clans l e  genome du Ponc irus (GMITTER et al, 
1994 ; CHENG et al, 1994) et un gene de nan is me 
du Poncirus Flying dragon (CHENG et ROOSE, 
1994). Les programmes de cartographie confor
teront significativement Jes programmes d'ame
l ioration par voie sexuee (sel ection assistee par 
marqueurs) et, a plus l ong terme, Jes genes ainsi 
l ocal ises pourront etre isol es en vue de l a  trans
formation genetique. Les cartes generiques per
merrent, par aill eurs, de choisir des marqueurs 
couvrant I' en sembl e des chromosomes afin 
d' analyser finement I' origine des plantes dip hides 
regenerees clans des programmes de fusion soma
tique (LURO et al ,  1995a). Enfin, l a  cartographie 
comparee des genomes des differen tes especes 
devrair apporter des informations rres interes
sanres sur !'evolution des agrumes. 

cytometr ie en f lux 
La cytometrie en B ux, developpee recemment 
sur Jes agrumes (OLLITRAULT et MICHAUX
FERRJERE, 1994; LUCRETTI et al, 1994), a deux 
applications principal es. 

analyse de la taille du genome 
l.'. erude de noyaux, marques avec des coloran ts 
specifiques des acides nucl eiques, a mis en evi
dence des variations de l a  rail le  des genomes 
hapl o'ides, au sein des differences especes du genre 
Citrus (OLLITRAULT et al ,  1994b). La principal e 
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appl ication de cette techn ique est rourefois 
I' emde du n iveau de plo'idie de plantules issues de 
semis ou de fusions somariques (STARRANTINO 
etal, 1994b; OLLITRAULT etal, 1994a). Compre 
renu de sa rapidite de mise en ceuvre, cette techn i
que autorise en effer l a  recherche d'evenemenrs 
de polyplo'idisation spontanee ou induire rel ari
vement rares. Des planrul es tetrapJo·ides onr ain si 
ere identifiees clans des semis de dip hides polyem
bryones (0LLITRAULT et JACQUEMOND , 1994), 
randis que des pl an tes rriplo'ides on t ete selection
n ees clan s des descen dan ces d'hybridarion s 
control ees en tre dipJo·ides (OLLITRAULT et al, 
1995). La cyrometrie en flux apparait, clan s ce 
cadre, une techn ique tour a fair complementaire 
de cel le  des isozymes er des RFLP qui son r, pour 
l eur part, d'excell en rs marqueurs de l a  recombi
naison sexuee. 

identification et tri des heterofusions 
dans les programmes 
de fusion somatique 
La definition des parametres d'el ecrrofusion a pu 
etre amel ioree grace a une evaluation precise de 
Ja frequence des heterofusions au Stade proto
pJaste (OLLITRAULT et al, 1995). Ces travaux 
tirenr parrie, sous rayonnemenr UV, de l a  fluo
rescence rouge des chloroplasres des protoplastes 
de feuil les du premier paren t, opposee a l a  fluo
rescence verte des proroplasres de cals colores au 
FDA (fluoresceine diacetate) du second paren t. 
Ainsi, seul es Jes heterofusions presenrenr une 
doubl e fluorescence clans l e  melange de proto
plaste apres fusions. Ces travaux deboucheron r 
sur un tri des hererofusion s en con dition steril e. 
Cette techn ique devrair ain si l imiter Jes pro
bl emes de competitions en tre Jes cel l ul es 
dipl o'ides paren ral es et Jes cel lul es tetrapl o'ides 
hybrides. 

systemes de regenerat ion in vitro 

microgreffage d'apex et 
assainissement du germoplasme 
L' assain issemenr du materiel vegetal est un e com
posanre importante de l a  gestion du germoplasme 
agrumes. Celui-ci a l ongtemps ere real ise par 
selection de pl an res d'origine unicel laire (CASSIN 
et LOSSOIS, 1977). Cette techn ique n'etait tou
tefois pas adaptee aux cu!tivars monoembryones 
ou steril es. Par aill eurs, l e  passage par I' embryon 



est associe a des caracteres de juvenil ite defavora
bl es. La cul ture de meristemes d'agrumes s'eranr 
averee peu efficace, l 'assainissement est aujour
d'hui classiquement real ise par thermotherapie 
associee au microgreffage d'apex sur de jeunes 
porte-greffes in vitro (NAVARRO, 1982 ; VOGEL 
et al, 1988). 

sauvetage d'embryons 
La cul ture in vitro d'embryons de pepins a divers 
stades de developpement a deux appl ications 
principal es. La premiere est I' obtention de plan
rul es hybrides dans des croisements entre varietes 
polyembryonees. La seconde est l e  sauvetage 
d'embryons polyplo"ides. 

II est possibl e de sauver Jes embryons a des stades 
de developpement precoce comme l e  stade cor
diforme (RANGAN et al, 1969) ou gl obulaire 
(STARRANTINO et RUSSO, 1980). RANG AN et al 

(1969) ont ainsi obtenu des planrules hybrides 
issues de croisements enrre varietes polyembryo
nees. La cul ture d'ovul es fecondes de cul tivars 
polyembryones prel eves 3 semaines apres anthese 
a egal ement permis d' obtenir des plantul es 
hybrides (OLLI TRAULT et al, 1992 ). 

Des plantul es rriplo"ides, issues d'hybridations de 
cul rivars monoembryones diplo'ides par du pol len 
de tetraplo'ides, ont pu erre obtenues par sauve
tage d' embryons immatures preleves trois a quatre 
mois apres anthese (STARRANTINO et RECUPERO, 
1982 ), OU d'embryons prel eves dans des graines 
ma! developpees trouvees dans Jes fruits murs 
(OIYAMAet al, 1982 ). Le developpement anormal 
in vivo des embryons issus de ce rype de croise
ment serait l ie a un ratio defavorabl e (4/ 3) des 
niveaux de plo"idie de ! 'albumen et de l 'embryon 
(ESEN et SOOST, 1977a). 

Des polyplo"ides spontanes ont egal ement pu etre 
obtenus apres sauvetage in vitro des embryons des 
graines ma! developpees de cul tivars polyembryo
nes (aurotetraplo"ides issus du doublement chro
mosomique des tissus nucell aires ; OLLITRAULT 
et al, 1995) et monoembryones (triplo"ides sans 
doure issus de l a  fecondation d' ovul es dipJo·ides ; 
0LLITRAULT et al, 1995). 

embryogenese somatique 
l'. embryogenese somatique des genorypes poly
embryones du genre Citrus est ma1trisee depuis l e  
debut des annees 1970. L a  cul ture in vitro 
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d' ovul es, fecondes ou non, perm et d' ampl ifier l e  
phenomene nature! d'apomixie, soit directemenr 
(BUTTON et BORNMAN, 1971), soitapres passage 
par cal (KOCH BA et SPIEGEL-ROY, 1977b). 
II semble ainsi y avoir un l ien direct entre le degre 
de polyembryonie in vivo d'un genorype et ses 
capacites embryogenes in vitro (MOORE, 1985). 
De rares proliferations d' embryons originaires des 
tissus zygotiques de ! 'ovul e Ont ete mises en evi
dence grace a des erudes de polymorphisme iso
enzymatique (OLLI TRAULT et al, 1992 ). Dans l a  
majorite des cas, Jes embryons, ou l es cal s friabl es 
(a forte aptitude embryogene), sont d' origine 
nucell aire (KOBAYASHI et al, 1982 ). Pour l es 
especes monoembryonees, Jes exemples d'em
bryogenese somatique sonr plus rares et l es plantes 
regenerees presentent frequemment des carac
teres aberrants (NAVARRO et al, 1985). En 
revanche, pour Jes cul tivars polyembryonees, au
cune variation somaclonal e n'a ere observee sur 
Jes plants regeneres par cul ture d' ovules (STAR
RANTINO et RUSSO, 1983), voire meme apres 
regeneration a partir de protopl astes isol es de cal s 
embryogenes repiques depuis plusieurs annees 
(KOBAYASH I, 1987). 

La nature des sucres (HID AKA et OMURA, 1989 ; 
CABASSON et a l, 1995) ou des hormones 
(KOCH BA et SPIEGEL-ROY, 1977b), ajoutes aux 
mil ieux, permet d'orienter Jes cul tures de cal s 
nucell aires soit vers l a  mul tipl ication de ce cal , soit 
vers l a  regeneration d'embryons. 

Les souches de cal s embryogenes sont repiquees 
mensuell ement ou cryoconservees dans l 'azote 
l iquide (SAKAI et al, 1991 ; ENGELMANN et al, 
1994). Ell es constituent l e  creur des programmes 
de creation varietal e faisant appel a l 'embryoge
nese somatique (mutagen�se, fusion somatique, 
transformation genetique). Apres avoir subi des 
traitements muragenes, ces cal s embryogenes ont 
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Photo 1 
Segregation de marqueurs 
RFLP dans une descendance 
d'hybridation contr6/ee interge
nerique Citrus grandis 
x (C reshni x Poncirus trifoliata). 
1 : C grandis ; 
2 :  C reshni ; 
3 : P trifoliata ; 
4 : C reshni x P trifoliata. 
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ere soumis a des pressions de selection ; iJs Ont 
permis de regenerer des planres plus tolerances au 
sel (KOCHBA et al, 1982 ; SPIEGEL-ROY et BEN 
HAYJ M, 1985), ou a la toxine du ma! secco 
(NACHMIAS et al, 1977 ; GENTILE et al, 1994). 
Lapplicarion des rrairemenrs mutagenes sur Jes 
cals embryogenes pourrair, par ailleurs, permerrre 
d'evirer la formation de chimeres (OLLITRAULT , 
1994). 

Des planrules triplo'ides Ont egalement ete rege
nerees par embryogenese somatique a partir 
d' albumen (GMITTER et al, 1990). 

Le greffa ge d' embryons somatiques (OLLI
TRAULT, 1992 ) ou de petits vitroplanrs assure un 
gain de temps important par rapport a la voie 
classique ; ii pourrait permetrre d' accelerer Jes 
rravaux de selection des culrivars grace a un rac
courcissemenr de la phase juvenile. 

hap lomethodes 
Les travaux sur l' haplo'idie ont ere peu nombreux. 
I ls pourraient toutefois connaitre un regain d' in
teret pour la realisation de fusions d'haplo'ides et 
de diplo'ides, ainsi que dans le cadre des pro
grammes de canographie du genome, afin d' obtenir 
des famili es d' haplo'ides doubles. I..: obtention de 
planres ou cals haplo'ides apparait peu aisee. Elle 
a ete menee a bien par culture d' antheres de 
Ponc irus trifoliata (HIDAKA et al, 1979), de Cala
mondin (CHEN et al, 1980), d' orangers Trovita 
(HIDAKA et KAJ IURA, 1989) et de clemenriniers 
(GERMANA, 1994). Des rravaux recenrs (OLLI
TRAULT et al, 1996) onr permis d' obtenir des 
planrules et des cals haplo·ides de clementinier par 
gynogenese induite par du pollen irradie. Les 
haplo'ides obtenus par androgenese et gynogenese 
sont generalement tres peu vigoureux. Un gref
fage precoce perm et routefois d' assurer leur crois
sance (photo 2 ). 

hybridat ion somat ique 
La forte aptitude a I' embryogenese des cals nucel
laires d'agrumes a ere rapidement exploitee pour 
isoler et regenerer des proroplastes. Loranger est 
ainsi la premiere espece d' angiosperme ligneuse 
pour laquelle une merhode de regeneration de 
plantes viables a partir de pro to plastes a ere etablie 
(YARD! etal, 1975). Cette technique a ere etendue 
aux aurres especes du genre Citrus (Y ARDI et SPIE
GEL-ROY, 1982), ainsi qu' au genre Microc itrus 
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(YARD! etal, 1986). OHGAWARA etal( 1 985 )  Ont 
obtenu le premier hybride somatique intergene
rique par fusion de proroplastes de feuilles de 
Ponc i r us et de proroplastes de cals embryogenes 
d' orangers. Depuis, de nombreux hybrides soma
tiques Ont ete realises par diverses equipes, tant 
au niveau inrragenerique qu' inrergenerique 
(KOBAYASHI et al, 1988 ; GROSSER, 1990 ; 
TUSA et al, 1990 ; 0LLITRAULT et al, 1994b ; 
photo 3). Ces travau x ont permis de surmonter 
des sterilites gametiques (ex: oranger Washing
ton Navel + mandarinier Satsuma ; KOB AYAS
HI et al, 1988), de restaurer des fenilites (ex : 
oranger Navel + citrange Troyer ; OHGAWA RA 
et al, 1991) et de combiner des genomes sexuel
lement incompatibles. 

Ces differenrs rravaux visent essenriellemenr la 
creation de porte-greffes cumulant Jes caracteres 
de resistance des parents et possedant une bonne 
compatibilite de greffage avec les cultivars. Plu
sieurs milliers d' hybrides somatiques correspon
danr a une vingtaine de combinaisons sont en 
cours d' evaluation agronomique en Floride 
(GROSSER, 1990 ; GROSSER et al, 1992 et 1994). 
Les hybrides somatiques permettront, par ail
leurs, s' ils sont suffisamment fertiles, de diversifier 
considerablement la gamme des geniteurs tetra
pJo·ides utilises pour la creation de triplo'ides 
(OLLITRAULT et al, 1995). Jusqu' a present, ces 
geniteurs etaient des autotetraplo'ides issus pour 
I' essentiel de doublemenrs sponranes des tissus 
nucellaires. I..: obtention directe de rriplo'ides par 
fusion entre protoplastes haplo'ides et diplo'ides 
est egalement envisagee. 

Des fusions asymetriques (YARD I et al, 1987) ont 
ere realisees afi n d' analyser les interactions 
nucleocytoplasmiques. Des cybrides « sponta
nes » Ont egalement ete obtenus relativement 
frequemment dans l es programmes de fusions 
intrageneriques (TUSA et al, 1990 ; SAITO et al, 
1993 ; LURO et al, 1995a ; ere). 

t ransfo rmation genet ique 
Les recherches sur la transformation genetique 
som relarivement recenres. Nombre d' entre elles 
exploitent le systeme d e  regeneration par embryo
genese somatique. KOBAYASHI et UCHIMIYA 
(1989) ont realise des transferts directs sur proto
plastes. Les cals presentant une expression stable 
du transgene n' ont pas permis de regenerer de 



plantule. HID AKA et al (1990) one regenere des 
plants resiscancs a la Kanamycine et a l'Hygromy
cine apres transformation par coculrure de cals 
embryogenes er d'Agrobacterium tumefaciens. 
STARRANTINO et al (1994a) developpent le 
rransfert direct par canon a particules sur des cals 
embryogenes. Des cravaux sont egalement menes 
Sur des systemes de regeneration par organoge
nese. MOORE et al (1992 ) Ont ainsi transforme 
des segments de cige par Agrobacterium. 

Un des rares exemples de cransfert de genes 
potentiellement utile est celui du gene de la pro
reine capsidique du virus de la rrisreza. 

La transformation genetique apparait comme une 
strategie privilegiee pour ameliorer des especes 
comme Jes orangers, Jes pomelos ou Jes cirronniers, 
compte renu de leurs structures generiques. La 
combinaison de cette technique avec la localisa
tion er l'isolement des genes majeurs de resis
tances, presents clans le germoplasme, devrair 
en etendre considerablement Jes domaines 
d'applications. 

conclusions 
et perspectives 

Malgre les nombreux travaux deja realises er la 
tres grande diversire generique des agrumes 
offerte aux selectionneurs, Jes particularires du 
regime de reproduction et des structures generi
ques de cette plante ont limire considerablement 
Jes progres genetiques par hybridarion conrrolee. 
Les avancees Jes plus spectaculaires ont ere obre
nues pour Jes porte-greffes grace aux hybridarions 
intergeneriques Poncirus X Citrus. La tres grande 
majorite des culrivars sont, pour leur part, issus 
de selection de mutants spontanes. 

Le developpemenc des biotechnologies per
met rourefo is d'etre plus optimiste pour Jes 
annees a venir. Le marquage moleculaire et 
les techniques in vitro sont en effet rres pro
merreurs, soir en sourien aux schemas de 
selection classiques, soir par !'introduction de 
nouvelles approches. 

Les techniques de marqueurs moleculaires et de 
cyromerrie en flux permettent de controler l'ori
gine des plants clans Jes programmes d'hybrida
tions sexuees et somariques. L application rou
riniere de ces ourils aurorise, par ailleurs, la 
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selection precoce d' evenements rares. Les nou
veaux schemas d' amelioration par voie sexuee 
pourront egalement s'appuyer sur Jes rravaux 
de cartographie du genome et de selection 
assisree par marqueurs. C hybridacion somari
que er la cybridation ouvrent la voie a une 
utilisation large des ressources genetiques er 
pourraient conduire a une exploitation plus 
importance des niveaux rriplo"ides pour Jes cul
civars, et rerraplo"ides pour Jes porte-greffes. La 
transformation generique, enfin, devrait repon
dre au defi que conscicue !'amelioration d'es
peces comme C sinensis (orangers), C paradisi 
(pomelos) ou C Lemon (citronniers) pour la 
resistance a cerraines maladies. 
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Photo 2 
Clemen tinier hap/aide, greffe 
sur Citrus macrophylla. 



Photo 3 
Hybride somatique 
intergenerique entre 
Citrus deliciosa et 
Poncirus trifoliata. 
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