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1. INTRODUCTION 

 

1.1. Aire d’origine et histoire de la diffusion des agrumes 

 

Les agrumes représentent une richesse particulièrement importante pour l’humanité, tant du 

point de vue nutritionnel, qu’économique ou culturel. Depuis plusieurs millénaires, ils ont investi 

la mode, la religion, la médecine et la vie culinaire avant d’envahir le monde. Les agrumes sont 

originaires du Sud-Est asiatique. Le principal centre d’origine se situe dans un triangle allant du 

Nord-Est de l’Inde au Sud-Est de la Chine en descendant jusqu’au centre de l’Australie. 

Cependant, comme pour tous les végétaux domestiqués par l’homme depuis des siècles, leur 

origine exacte est difficile à établir avec précision. On suppose qu’avant l’intervention humaine, 

les pamplemoussiers (Citrus maxima (Burm.) Merr.) étaient présents dans l’archipel Malais, les 

mandariniers (C. reticulata Blanco) en Chine tropicale, les cédratiers (C. medica L.) et les 

papedas au Nord-Est de l’Inde (Tanaka 1977) et/ou sur les contreforts sud de l’Himalaya à l’ouest 

de la Chine (Gmitter et Hu 1990). En revanche, la majorité des espèces appartenant aux genres 

Microcitrus et Eremocitrus sont originaires d’Australie et de Nouvelle-Guinée. Ces espèces sont 

considérées comme proches des Citrus mais peuvent évoluer dans un climat plus sec.  

La première référence aux agrumes, connue à ce jour, figure dans le livre chinois "Kung 

Yu" ou "Hommage à Yu", qui cite : « Les paniers ont été remplis avec des soieries tissées 

d'ornements. L'ensemble contient des oranges et des petits pamplemousses ». L'Empereur chinois 

Ta Yu, régna de 2205 à 2197 avant JC. Durant la dynastie Chou (1057-256 avant JC), de 

nombreux ouvrages et poèmes traitent des agrumes. Les mandarines, kumquats et bigarades sont 

cités pour la première fois durant la dynastie des Han et sont décrits sous forme de prose par Ssu 

Hsiang-Ju (mort en 118 avant JC). L'histoire de la propagation des agrumes à partir de l’Asie se 

lit comme une romance. L’apparence de l'arbre et de ses fruits a toujours attiré l'attention des 

voyageurs qui les mentionnent dans leurs récits. Ces derniers sont à l’origine de la dispersion des 

différentes espèces à travers le monde qui a toutefois été très lente. Les agrumes ont commencé 

leur périple en Asie. Le cédrat est le premier agrume mentionné à l’Ouest de l’Asie par les 

assyriens dans des écrits sur des tablettes datées de 660 avant JC. Ces fruits ont été acheminés du 

royaume de Médie (actuel Iran), voisin de l’Assyrie. Selon Gallesio (1811), les juifs ont ramené 

le cédrat en Palestine lors de leur retour d’exil de Babylone. Le cédrat a été adopté par les juifs 
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pour la fête du Tabernacle à partir de 136 avant JC. D’après Tolkowsky (1938), de nombreuses 

plantes telles que le cédratier, le bigaradier, le bergamotier ont été ramenées sur les bords de la 

Méditerranée lors des conquêtes par Alexandre le Grand en Perse et en Inde en 330 avant JC. Ces 

agrumes se retrouvèrent ainsi sur de nombreuses mosaïques dans les villas romaines, en 

particulier à Pompéi. Les autres agrumes arriveront plus tard au grès des invasions arabes (11ième 

siècle après JC) qui les diffusèrent sur une partie de l’Europe et en Afrique. Les grands 

navigateurs portugais, espagnols et anglo-hollandais achevèrent cette dispersion entre le 15
ième

 

siècle et le 18
ième

 siècle. L’Australie sera le dernier continent à accueillir les agrumes en 1788 en 

provenance du Brésil. 

 

1.2. Taxonomie et diversité génétique 

 

Les agrumes font partis des Rutaceae, l’une des vingt et une familles qui compose l’ordre 

des Géraniales. Les Rutaceae comprennent 1600 espèces et 150 genres regroupés en sept sous-

familles et 12 tribus. Les agrumes appartiennent à la sous-famille des Aurantioideae, tribu des 

Citreae. Le terme "agrumes vrais" selon Swingle et Reece, (1967) regroupe six genres 

sexuellement compatibles : Clymenia, Eremocitrus, Microcitrus, Poncirus, Fortunella et Citrus 

(Tableau 1). La majorité des espèces consommées appartiennent au genre Citrus. Le genre 

Fortunella rassemble deux à sept espèces respectivement selon Swingle et Reece, (1967) et 

Tanaka (1977) appelées kumquats. Le genre Poncirus, renferme une seule espèce, Poncirus 

trifoliata (L.) Raf., caractérisée par des feuilles caduques, trifoliées et des fruits non comestibles. 

Il est utilisé comme porte-greffe du fait de ses nombreuses résistances aux contraintes biotiques 

et abiotiques. Le genre Microcitrus comprend six espèces tandis que les genres Eremocitrus et 

Clymenia ne contiennent chacun qu’une espèce, respectivement Eremocitrus glauca et Clymenia 

polyandra. 

La taxonomie et la phylogénie des agrumes, plus particulièrement des Citrus, est souvent un 

sujet de controverse en raison de la forte diversité des caractères phénotypiques (Figure 1), de la 

fréquence élevée des mutations, d’une longue histoire de culture et d'un système de reproduction 

complexe (Nicolosi et al. 2000). En effet, la présence d'auto-incompatibilité gamétophytique, de 

l’apomixie facultative, de gènes de stérilité et d'une grande compatibilité sexuelle au sein des 

différentes espèces de Citrus et avec les genres apparentés peuvent être observés. Ainsi, les 
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génotypes hybrides plus récents, fixés par l'apomixie, sont souvent décrits comme espèces. 

L'origine asiatique des agrumes est bien établie, mais la phylogéographie à travers l'Asie demeure 

incertaine. La principale difficulté est l'existence de formes "primitives" d'un même Citrus sp. 

dans différentes localisations comme le cédrat (C. medica) dans les forêts d'Assam, en Inde, 

(Hodgson, 1967 ; Jena et al. 2009) et dans le Yunnan, en Chine, (Gmitter et Hu 1990). De 

nombreuses classifications ont été établies au sein du genre Citrus mais celles de Swingle et 

Reece (1967) et Tanaka (1977) sont les plus utilisées. Ces auteurs ont des visions différentes en 

ce qui concerne la classification des espèces ; ainsi la classification de Swingle identifie seize 

espèces, là où celle de Tanaka en décrit 162. Récemment, Mabberley (1998, 2004), Zang et 

Mabberley (2008) ont tenté de réviser ces classifications en s’appuyant sur les avancées des 

généticiens et de la phylogénie moléculaire. Ils ont réintégré les espèces appartenant aux genres 

Poncirus et Fortunella au sein du genre Citrus. Ainsi, Poncirus trifoliata devient Citrus trifoliata 

tandis que les espèces appartenant au genre Fortunella sont regroupées sous l’espèce Citrus 

japonica. Ces espèces sont sexuellement compatibles avec le genre Citrus et donnent des 

hybrides fertiles. Il peut donc paraître logique de réintégrer ces espèces au sein du genre Citrus. 

En revanche, les modifications proposées au sein des espèces du genre Citrus par Zhang et 

Mabberley (2008) sont beaucoup plus hasardeuses. Ainsi, le genre Citrus ne comprendrait plus 

que sept espèces de base et quatre taxa hybrides qui regroupent de nombreux génotypes élevés au 

rang d’espèce selon Tanaka (1977) et Swingle et Reece (1967). 

 

1.3. Complexité du système de reproduction 

Les fleurs, chez les agrumes, sont hermaphrodites (Figure 2). La présence d’un disque 

nectarifère à la base des filets est une des caractéristiques de la famille des Rutaceae. Les fleurs 

sont généralement blanches, mais peuvent être légèrement pourpres chez les cédratiers et leurs 

hybrides. Le calice est constitué de trois à cinq sépales et la corolle de quatre à huit pétales. La 

floraison a lieu au printemps en climat méditerranéen et elle est relativement groupée. Toutefois, 

les Poncirus fleurissent un mois avant les Citrus tandis que les kumquats, un mois après. En 

climat tropical humide, la floraison peut être remontante. La pollinisation est de type 

entomophile. Le système de reproduction des agrumes se caractérise par une grande diversité de 

comportements et une certaine complexité. La majorité des espèces sont fertiles mais il existe des 

cas de stérilité (Iwamasa 1966). Cette stérilité peut affecter aussi bien les pièces mâles que les 
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pièces femelles de la fleur. Les mandariniers "Satsuma", le pomelo "Marsh" présentent des 

stérilités femelles marquées tandis que les orangers "Navel" présentent des stérilités mâles et 

femelles. La stérilité gamétique peut être due à des facteurs génétiques comme la triploïdie, des 

stérilités géniques ou des aberrations chromosomiques (translocation réciproque chez l’oranger 

"Valencia", inversion chez le limettier "Mexicain") (Yamamoto et al. 1997), ou à des facteurs 

environnementaux comme les basses températures (Iwamasa 1966).   

L’auto-incompatibilité gamétophytique est relativement répandue chez les agrumes (Soost 

1969). Les pamplemoussiers (Citrus maxima) ont été décrits comme étant totalement auto-

incompatibles ainsi que quelques hybrides de mandariniers tels que le clémentinier (Citrus 

reticulata x C. sinensis), les tangelos (Citrus reticulata x C. paradisi) "Minneola", "Orlando" et 

"Robinson" (Soost 1965; Soost 1969). L’auto-incompatibilité limite la consanguinité au cours de 

l’évolution mais elle est gênante pour la réalisation de lignées partiellement homozygotes. 

Combinées à la parthénocarpie, la stérilité et l’incompatibilité gamétophytique conduisent à 

la production de fruits sans pépin. De nombreuses variétés commerciales doivent leur intérêt à 

leur auto-incompatibilité. 

La polyembryonnie ou apomixie partielle, constitue la plus grande originalité des agrumes. 

Elle est présente chez de nombreux génotypes. Seules deux espèces, les cédratiers (Citrus 

medica) et les pamplemoussiers (Citrus maxima), ainsi que quelques variétés de mandariniers 

telles que le clémentinier et les mandariniers "Wilking", "Fortune", "Ellendale" sont 

monoembryonnées (Swingle et Reece, 1967). La polyembryonnie se caractérise généralement par 

la présence de plusieurs embryons au sein d’une même graine. Ces embryons peuvent être 

d’origine zygotique, ou somatique issus des cellules du nucelle (Iglesias et al. 1974; Iwamasa et 

al. 1967; Torres et al. 1982). Les embryons nucellaires possèdent le même génotype que la 

femelle conduisant à de la reproduction clonale, tandis que le génome de l’embryon zygotique est 

issu du croisement des génomes parentaux. La polyembryonnie a joué un rôle essentiel dans 

l’évolution des agrumes. Elle a permis la fixation de génotypes et leurs propagations de manière 

quasi conforme, aux mutations près. Cette multiplication conforme à partir de semis est 

particulièrement intéressante pour la production de porte-greffes. En revanche, elle constitue un 

obstacle important pour les programmes d’amélioration génétique en réduisant les chances 

d’obtention d’hybrides.  
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1.4. Niveau de ploïdie des agrumes 

 

La quasi-totalité des agrumes sont diploïdes (2n = 2x =18) (Krug 1943). Le nombre de 

chromosomes de base est n = 9 chez tous les agrumes et chez les genres apparentés (Krug 1943). 

Au sein du genre Citrus, l’existence de polyploïdes est connue mais pas courante (Cameron et 

Soost 1969; Esen et Soost 1973; Krug et Bacchi 1943). Des polyploïdes, majoritairement des 

triploïdes ou des tétraploïdes, peuvent apparaître spontanément ou bien après certains 

croisements (Esen et Soost 1973; Hutchinson et Barrett 1981). Des génotypes polyploïdes 

naturels ont été identifiés tels que le limettier "Tahiti" (triploïde) et Fortunella hindsii 

(tétraploïde). Les polyploïdes semblent avoir joué un rôle peu important dans l’évolution des 

agrumes. Les tétraploïdes sont généralement le résultat d’un doublement chromosomique des 

embryons nucellaires et sont moins vigoureux que les diploïdes (Cameron et Frost 1968). Les 

tétraploïdes présentent peu d’intérêts pour l’utilisation directe en production par leur faible 

rendement et leur peau plus épaisse (Cameron et Frost 1968; Soost et Cameron 1975). D’autres 

différences sont observées entre tétraploïdes et diploïdes telles qu’une épaisseur foliaire 

supérieure et une taille cellulaire plus importante. Dans les semis de graines polyembryonnées, la 

fréquence des tétraploïdes spontanés varie généralement de 1% à 3%, pouvant dans de rares cas 

être nettement supérieure (Barrett et Hutchison 1978). Elle est sous contrôle génétique mais peut 

être modifiée par des facteurs physiologiques et environnementaux. Les triploïdes peuvent 

résulter de croisements entre diploïdes et tétraploïdes ou bien de la fécondation d’un gamète non 

réduit (2n gamètes) avec un gamète normal. Ces cultivars triploïdes sont généralement stériles ou 

alors très peu fertiles (Ramsey et Schemske 1998). Chez les Aurantioideae, deux espèces 

tétraploïdes naturelles ont été décrites dans le genre Clausena, C. harmandiana et C. excavata 

(Froelicher 1999; Froelicher et Ollitrault 1998). 

 

1.5. Importance économique des agrumes 

 

Les agrumes représentent la première production fruitière mondiale, avec 117 millions de 

tonnes en 2007 (FAO, 2009). Cette production n'a cessé d’augmenter au cours des dernières 

décennies. Les principaux producteurs sont le Brésil (20,6 MT), le bassin méditerranéen (20 MT), 

la Chine (19,6 MT) et les USA (10 MT). L’orange représente une très large part de la production 
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mondiale d'agrumes (55,2 %), suivie du groupe des petits fruits d’épluchage facile (mandarines, 

et clémentines: 23 %), des citrons et des limes (11,2 %), des pomelos et des pamplemousses (4,4 

%), et les autres variétés (6,2 %) (FAOSTAT. 2009). Environ 70% de la production est destinée 

au marché du fruit frais et 30% est transformée en jus, composée essentiellement d’oranges. Une 

infime partie de la production est également utilisée pour la fabrication d’huiles essentielles 

(alimentation et parfumerie), ainsi que pour les plantes d’ornement. Riches en vitamine C, mais 

aussi en fibres, minéraux, et autres anti-oxydants tels que les caroténoïdes et les flavonoïdes, les 

agrumes ont un effet bénéfique pour la santé (Manach et al. 2003; Scalbert et Williamson 2000). 

Dans le bassin méditerranéen, la majorité de la production est destinée au marché du fruit frais 

contrairement aux USA et au Brésil où elle est vouée à la transformation. La clémentine et les 

hybrides de mandarines sont les produits phares de la zone méditerranéenne, la plaçant au rang de 

premier producteur mondial pour ce type de fruit. La demande du marché pour ce type de fruit est 

particulièrement soutenue, passant de 18,3 millions de tonnes à 27,9 millions de tonnes entre 

2000 et 2007 (FAOSTAT 2009). La clémentine constitue également une filière agricole 

importante, à l’échelle de la région Corse avec une production oscillant entre 17000 et 25000 

tonnes par an. L’aspermie est l'une des caractéristiques les plus importantes pour les mandarines 

sur le marché des fruits frais, car les consommateurs acceptent de moins en moins les pépins dans 

les fruits. La quasi totalité des variétés de mandariniers (dont le clémentinier) cultivées dans le 

bassin méditerranéen sont auto-incompatibles. Lorsqu’elles sont cultivées en bloc monoclonal, 

elles produisent des fruits sans pépin. En revanche, la présence de génotypes différents et fertiles, 

dans un environnement proche, entraîne la présence de pépins dans les fruits, dépréciant 

fortement la qualité. La compétitivité sur les marchés internationaux des petits fruits est en forte 

augmentation. De plus, les variétés précoces et tardives sont de piètres qualités. La poursuite du 

succès des petits fruits type mandarine passe par le développement de nouvelles variétés 

répondant aux attentes des producteurs et des consommateurs. Pour le marché du fruit frais 

occidental, la qualité du produit et sa disponibilité tout au long de l’année sont devenus des 

critères essentiels. Pour les pays du sud, des fruits frais de gros calibre avec de fortes teneurs en 

sucre et peu d’acidité sont très attendus.  
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1.6. Objectifs appliqués d’amélioration des agrumes 

 

Le projet d’amélioration des agrumes que nous conduisons en Corse, dans la gamme petit 

fruit d’épluchage facile, tend à répondre à différents objectifs. Le premier vise à créer, 

sélectionner et proposer au marché des nouvelles variétés apyrènes de hautes valeurs 

organoleptiques et nutritionnelles. Le second objectif tend à développer une gamme variétale afin 

de segmenter le marché en proposant des produits sur six mois de l’année. Enfin, le troisième 

consiste à sélectionner du matériel végétal spécifique pour la Corse, où le Cirad est présent, au 

sein de la station Inra mais également pour le bassin méditerranéen et la zone tropicale humide. 

En effet, par son mandat, le Cirad se doit, au travers de partenariat, de contribuer au 

développement économique et social des régions chaudes par de la formation et au travers de ses 

recherches et ses innovations. 

Afin de tendre vers ces objectifs finalisés, il est nécessaire de bien connaître ses ressources 

génétiques, ce qui soulève un certain nombre de questions de recherche plus cognitive.  

 

1.7. Objectifs de recherches 

 

Les agrumes reposent sur un système de reproduction complexe, comportant de la 

reproduction sexuée, de l’apomixie, un système d’auto-incompatibilité gamétophytique et des 

gènes de stérilité nucléaire et cytoplasmique. Cette grande complexité est généralement associée 

à des écarts importants aux règles du mendélisme, de forts taux d’hétérozygoties fixés par 

l’apomixie, des accumulations de mutations et une forte structuration autour du complexe 

d'espèces. Certains agrumes cultivés aujourd’hui peuvent être le résultat de sélections très 

anciennes ayant alors accumulés de nombreuses mutations, maintenues par la multiplication 

végétative. De plus, même si les agrumes sont considérés comme étant majoritairement diploïdes, 

des variations du niveau de ploïdie sont fréquemment observées dans les semis chez de 

nombreuses variétés.  

La base du travail de l’améliorateur repose sur une parfaite connaissance de ces ressources 

génétique. Le premier objectif de notre projet consiste à étudier la structuration de la diversité 

génétique et l’origine des espèces cultivées afin d’avoir une gestion raisonnée de l’hétérozygotie 

et des schémas de création.  
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Ces dernières années, le développement des biotechnologies, en particulier de la biologie 

cellulaire et de la biologie moléculaire, a donné de nouveaux outils à l’améliorateur. Le 

développement de techniques de biologie cellulaire a permis de mieux manipuler la ploïdie chez 

les agrumes, débouchant sur l’obtention d’hybrides somatiques, des cybrides, des plantes 

haploïdes et polyploïdes….Le deuxième objectif consiste à développer de nouvelles méthodes 

originales de création et à étudier les spécificités génétiques du matériel créé. 

Aujourd’hui, ce matériel est devenu l’objet de recherches appliquées pour la création de 

matériel sans pépin, et de recherches cognitives, en particulier sur la transmission des caractères 

impliqués dans la qualité des fruits, chez les hybrides somatiques et les cybrides. Il soulève ainsi 

de nouvelles questions de recherche sur l'expression du génome et l'hérédité des caractères chez 

les hybrides somatiques d’agrumes. 

Les génomes cytoplasmiques ont-ils un impact sur la régulation de l’expression du génome 

nucléaire et sur l’expression phénotypique, en particulier sur les caractéristiques déterminant la 

qualité du fruit ? 

Quelle est l'expression phénotypique et génomique chez les hybrides somatiques 

allotétraploïdes ? 

 

Ce mémoire se divise en trois chapitres. Le premier traite des travaux effectués sur la 

diversité génétiques chez les agrumes. Le second récapitule les avancés effectuées dans le 

domaine de la création et la sélection variétale. Enfin, le dernier aborde les travaux effectués sur 

l’expression phénotypique et génotypique chez un hybride somatique et les interactions nucléo-

cytoplasmiques chez un cybride. 
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2. STRUCTURATION DE LA DIVERSITE GENETIQUE CHEZ LES 

CITRUS 

 

Comprendre la taxonomie, les relations phylogénétiques et la variabilité génétique chez les 

agrumes est essentielle pour déterminer les rapports génétiques, la caractérisation du 

germoplasme, le contrôle de l'érosion génétique, la conception des stratégies d'échantillonnage ou 

de collections de base (core collection) et la mise en place des programmes d’amélioration 

(Herrero et al. 1996). La taxonomie des agrumes est assez confuse et controversée, en raison 

d’une grande compatibilité sexuelle, de la fréquence élevée des mutations, d’un long passé de 

culture et de dispersion. De nouveaux génotypes hybrides, fixés par l'apomixie, sont souvent 

décrits comme espèces. De nombreuses études réalisées à l’aide de marqueurs moléculaires 

nucléaires et cytoplamiques, conduites par le Cirad, l’Inra et de nombreuses équipes 

internationales ont permis de mieux comprendre la diversité génétique présente chez les agrumes, 

leur structuration et l’origine des espèces cultivées dans le genre Citrus. 

 

2.1. Diversité du génome nucléaire 

 

2.1.1. Diversité de taille des génomes 

La cytogénétique (Guerra 1984), puis l’avènement de la cytométrie en flux, ont permis 

d’évaluer la taille des génomes de différentes espèces du genre Citrus et d’espèces apparentées. 

Les premiers travaux de cytométrie en flux chez les agrumes ont été publiés par Ollitrault et 

Michaux-Ferriere (1992). Les génomes 2C des Citrus et des espèces apparentées sont 

relativement petits. Ils sont compris entre 0,70 pg et 0,81 pg ce qui ne représente que trois fois le 

génome d’Arabidopsis (Froelicher 1999; Ollitrault et al. 1994). Parmi les espèces du genre 

Citrus, les génomes de C. reticulata (mandariniers) sont les plus petits, tandis que les génomes de 

C. medica (cédratiers) sont les plus grands (Tableau 2). Les tailles des autres espèces se trouvent 

comprise entre ces deux extrêmes (Ollitrault et al. 1999). Les génomes des genres apparentés au 

Citrus (Fortunella, Poncirus, Microcitrus, Eremocitrus) présentent toutefois une taille très 

voisine de celle des Citrus. Seules les tailles des génomes de Severinia buxifolia et de Citropsis 

gilletiana sont très différentes. Ces espèces présentent des incompatibilités d’hybridation avec le 

genre Citrus (Iwamasa et al. 1988). Toutefois, la taille du génome de Clausena anisum olens, 
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bien que similaire à celle des Citrus, présente des incompatibilités d’hybridation (Froelicher 

1999). 

 

2.1.2. Diversité allélique de marqueurs SSR  

Afin d’étudier la diversité génétique intra et interspécifique et la structuration du genre 

Citrus et du genre Clausena, le Cirad, Pernod-Ricard et l’Inra se sont associés dans le cadre d’un 

projet Génoscope pour définir de nouveau marqueurs microsatellites de type SSR. Ces marqueurs 

ont été développés à partir d’une banque d’ADN génomique enrichie en motifs dinucléotidiques 

GA et GT de mandariniers "Cléopâtre" (Froelicher et al. 2008). Une première étude portant sur 

60 génotypes représentatifs de la diversité génétique du genre Citrus et des genres apparentés a 

été réalisée avec 48 marqueurs SSR. 574 allèles ont été ainsi identifiés parmi ces 48 loci. Ces 

marqueurs permettent de différencier toutes les espèces les unes des autres. Toutefois, la diversité 

intraspécifique observée pour les espèces apparaît très contrastée. En effet, aucun polymorphisme 

n’a été détecté au sein des espèces d’orangers (C. sinensis), de pomelos (C. paradisi), de 

bigaradiers (C. aurantium), de citronniers (C. limon). Pourtant, ces espèces présentent une 

hétérozygotie relativement importante tout en présentant une diversité allélique nulle au niveau 

intravariétale. Ces espèces, après le processus d’hybridation, ont évolué par accumulation de 

mutations, rendues possible par l’apomixie. Chez les autres espèces, la diversité allélique ainsi 

que le niveau d’hétérozygotie sont variables. Chez les cédratiers, les deux sont relativement 

faibles. En revanche, les pamplemoussiers présentent une diversité allélique importante et une 

forte hétérozygotie. Concernant le groupe des mandariniers, une seconde étude plus large, portant 

sur 29-26 mandariniers, a été entreprise à l’aide de 43 marqueurs microsatellites de type SSR. 

Ainsi, au sein du groupe des mandariniers, la diversité allélique est relativement importante. 

Parmi les 29-26 mandariniers étudiés à l’aide 43 marqueurs, 200 allèles différents ont été 

identifiés. L’hétérozygotie moyenne est de 0.45 (Froelicher et al. 2008). Il est intéressant de noter 

que les pamplemoussiers et les mandariniers présentent un brassage génétique important tout en 

possédant un système de reproduction différent. Les premiers sont monoembryonnés et auto-

incompatibles tandis que les seconds sont polyembryonnés (très majoritairement) et plutôt auto-

compatibles.  
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Une forte structuration génétique est observée sur la base des 48 marqueurs SSR chez les 34 

espèces appartenant au genre Citrus (Figure 3). La diversité des Citrus cultivés se répartit autour 

de trois groupes, les mandariniers/orangers, les pamplemoussiers/pomelos/bigaradiers et les  

cédratiers. Ce dernier présente un apparentement marqué avec les limettiers et les citronniers. Ces 

résultats sont en accord avec l’étude obtenue sur la base de marqueurs enzymatiques (Ollitrault et 

al. 1999). Toutefois, l’échantillonnage effectué à partir de la collection Inra/Cirad sous-représente 

le groupe des papedas. Ainsi, Nicolosi et al. (2000), montre qu’il y aurait 4 taxons de base à 

l’origine des espèces cultivées : papedas, mandariniers, pamplemoussiers et cédratiers. 

 

2.2. Diversité du génome chloroplastique 

 

Afin d’analyser la diversité chloroplastique sur un échantillonnage de quarante-quatre 

génotypes appartenant au genre Citrus et apparentés, nous avons réalisé une étude à l’aide de 

cinq amorces universelles définies par Demesure et al. (1995)(Demesure et al. 1995), couplées 

chacune à deux ou trois enzymes de restriction (Froelicher et al. 2000). Les onze marqueurs CAPS 

(Cleaved Amplified Polymorphisms), préalablement sélectionnés pour leur polymorphisme, 

confirment une forte différenciation des taxons pamplemoussiers, cédratiers et mandariniers, 

structurant la diversité nucléaire au sein du genre Citrus (Figure 4). Il est important de noter que 

C. micrantha et les papedas sont absents de cette étude. Ce type de marqueurs apporte également 

des informations sur l’origine maternelle des génotypes. En effet, les chloroplastes possèdent une 

hérédité maternelle chez les Citrus (Moreira et al. 2002). Ainsi, les orangers et pomelos 

présentent des marqueurs chloroplastiques identiques à ceux des pamplemoussiers. Les 

citronniers et bigaradiers ne se distinguent que par un marqueur des trois génotypes précédents. 

Ces résultats ont été confirmés par des études de phylogénie moléculaire réalisées à l’aide de 

marqueurs CAPS chloroplastiques (Nicolosi et al. 2000), SSR chloroplastiques (Cheng et al. 

2005) ou de neuf séquences d’ADN chloroplastiques (Bayer et al. 2009). Ils mettent cependant 

en évidence, l’existence d’un quatrième taxon de base constitué des papedas.  

En utilisant le même type de marqueurs CAPS, un plus grand polymorphisme a été observé 

au sein du génome chloroplastique comparativement aux génomes mitochondriaux du genre 

Citrus (Lotfy et al. 2003). 
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2.3. Diversité du génome mitochondrial 

 

Chez les agrumes, très peu de marqueurs mitochondriaux polymorphes sont disponibles 

pour étudier la diversité génétique et la phylogénie moléculaire. Afin de trouver de nouveaux 

marqueurs, quarante-quatre marqueurs universels précédemment définis par Dumolin-Lapegue et 

al. (1997) et Duminil et al. (2002) ont été testés chez les agrumes mais un seul a révélé du 

polymorphisme. A partir des séquences d'ADN mitochondrial d'Arabidopsis thaliana et Beta 

vulgaris, six couples d'amorces ont été définis dans des régions conservées et ont amplifié des 

régions moins conservées telles que les régions intergéniques et introniques. Trois paires 

d'amorces, définies dans des gènes codant pour la NADH déshydrogénase sous-unités 2, 5 et 7, 

ont révélé du polymorphisme chez les agrumes (Froelicher et al. accepté). Dans un premier 

temps, nous avons confirmé que les agrumes ont une hérédité mitochondriale maternelle à partir 

de deux populations de 250 et 120 individus. Ce résultat est en accord avec ceux de Green et al. 

(1986) et Yamamoto et al. (1993). Cependant, Moreira et al. (2002) ont observé une hérédité 

biparentale. En utilisant les quatre amorces polymorphes sur soixante-dix-sept génotypes 

représentant la diversité des agrumes et de deux genres apparentés, sept mitotypes ont été 

identifiés (Figures 5-6). Six mitotypes (Poncirus, Fortunella, Citrus medica, C. micrantha, C. 

reticulata et C. maxima) sont en accords avec les études taxonomiques précédentes. Le septième 

mitotype permet de distinguer un groupe de mandariniers acides ("Cléopâtre", "Sunki" et 

"Shekwasha"), des autres mandariniers doux (Froelicher et al., accepté) (Figure 5).  

 

2.4. Origine des espèces cultivées 

 

A partir de données phénotypiques, Scora (1975) et Barrett et Rhodes (1976) suggèrent qu'il 

y a seulement trois taxons de base chez les agrumes, les cédratiers (C. medica L.), les 

mandariniers (C. reticulata Blanco) et les pamplemoussiers (C. maxima ( Burm.) Merr.). L’étude 

de taxonomie numérique de Barrett et Rhodes (1976) a été réalisée sur quarante-trois génotypes. 

Ces auteurs sont les premiers à suggérer que les autres espèces sont issues d’hybridations entre 

ces espèces « vraies ». Depuis, de nombreux marqueurs nucléaires biochimiques et moléculaires 

ont été développés pour étudier la diversité génétique et la phylogénie des agrumes des genres et 

des espèces, tels que les isoenzymes (Torres et al. 1978; Herrero et al. 1996), RFLP (Federici et 
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al. 1998), RAPD (Nicolosi et al. 2000; Corazza-Nunes, 2002; Nicolosi et al. 2005), ISSR (Fang 

et al. 1998; Gulsen et Roose 2001), SSR (Barkley et al. 2006; Froelicher et al. 2008; Luro et al. 

2008; Corazza-Nunes et al. 2002). Les études réalisées avec ces marqueurs moléculaires 

confirment les résultats de Barrett et Rhodes (1976). Toutefois Federicci et al., (1998) suggèrent 

l’existence d’un quatrième taxon de base comprenant les papedas. Ce résultat a été confirmé par 

diverses études utilisant des marqueurs de l'ADN cytoplasmique (Froelicher et al. accepté; 

Nicolosi et al. 2000). C. micrantha pourrait être le représentant de ce groupe des papedas en tant 

qu’espèce la plus primitive (Hodgson 1967; Nicolosi et al. 2000).  

Ainsi, quatre taxons de base seraient à l’origine de l’ensemble des espèces cultivées 

(Nicolosi et al. 2000). Les autres espèces seraient apparues par recombinaisons entre ces taxons 

de base après avoir été mises en contact par l’homme lors des échanges commerciaux et des 

grandes invasions. Ainsi, les principales espèces commerciales que sont les orangers, les 

pomelos, les citronniers, les limettiers, les bigaradiers et les clémentiniers seraient en fait des 

hybrides plus ou moins directs entre les taxons de base et qui ont été élevés au rang d’espèce par 

certains taxonomistes. Les études réalisées à l’aide de marqueurs biochimiques et moléculaires 

ont montré, généralement, que ces espèces présentaient une hétérozygotie très élevée. En 

revanche au sein de ces espèces, on constate une quasi-absence de polymorphisme (Ollitrault et 

al. 1999); c’est le cas pour les orangers, les pomelos, les citronniers, les bigaradiers et les 

clémentiniers. Ces espèces seraient donc des hybrides, probablement fixés par l’apomixie ou la 

multiplication végétative et qui se seraient diversifiés phénotypiquement par accumulation de 

mutations. Les marqueurs moléculaires nucléaires permettent d’identifier les origines parentales 

dans certains cas en particulier lorsque ces hybridations ont eu lieu récemment. En effet, (Green 

et al. 1986; Yamamoto et al. 1993) ont montré que les chloroplastes et les mitochondries sont 

transmis par la mère.  

Ainsi le clémentinier, connu pour être issu d’un semis de mandarinier "Willow Leaf" 

effectué par le père Clément il y a plus d’un siècle (Trabut 1902) et élevé au rang d’espèce C. 

clementina par Tanaka, serait un hybride de mandarinier x oranger (Nicolosi et al. 2000). 

Les orangers, bigaradiers et pomelos possèdent des allèles de mandariniers et de 

pamplemoussiers et tous ont pour origine maternelle le pamplemoussier. Les orangers et 

bigaradiers pourraient être des hybrides pamplemoussier x mandarinier (Nicolosi et al. 2000). 

Pour Barkley et al. (2006); Federici et al. (1998); Nicolosi et al. (2000), les orangers seraient plus 
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proches des mandariniers tandis que les bigaradiers seraient plus proches des pamplemoussiers, 

ce qui laisse supposer qu’ils pourraient être issus de croisements réciproques. 

Les pomelos sont très proches des pamplemoussiers. Ils pourraient résulter d’une 

hybridation entre des pamplemoussiers et les orangers lorsqu’ils ont été introduits dans les 

Caraïbes par C. Colomb en 1493 (Webber 1948).  

L’origine des citronniers et des limettiers est plus complexe et probablement multiple. En 

revanche, il est maintenant bien établi qu’ils sont le résultat d’une diversification secondaire 

(Scora, 1975; Barkley et al., 2006; Nicolosi et al. 2000). Leur taxonomie est encore controversée 

et même les noms communs "lime" et "citron" n'ont pas de correspondance avec la taxonomie des 

Citrus. Ils possèdent comme caractéristiques communes des allèles de cédratiers ainsi que des 

caractères phénotypiques tels que l’acidité et la couleur jaune. Ainsi, l'apparentement des 

cédratiers, des limettiers et des citronniers est clairement établi par l'analyse de la diversité 

allélique et des caractères morphologiques. De plus, les citronniers possèdent des allèles de 

mandariniers et de pamplemoussiers. La synthèse des données chloroplastiques et nucléaires 

indique que les mandariniers et pamplemoussiers ont également contribué à l’apparition des 

citronniers. Nicolosi et al. (2000) proposent ainsi que cette espèce pourrait résulter d'une 

hybridation entre bigaradier (lui même hybride pamplemoussier x mandarinier) et cédratier. 

Chez les limettiers, Hodgson (1967) distingue deux catégories, ceux à gros fruits et ceux à 

petits fruits. Le limettier à petits fruits, C. aurantifolia type "Mexicain", est la seule espèce pour 

laquelle un taxon extérieur à ceux étudiés précédemment, est intervenu ; il possède en effet un 

génome chloroplastique très différent de celui des autres espèces cultivées du genre Citrus. Les 

travaux réalisés par Nicolosi et al. (2000) suggèrent ainsi que le limettier "Mexicain" (C. 

aurantifolia) serait issu d’une hybridation entre le cédratier et C. micrantha. Ces résultats sont 

confirmés par nos analyses des génomes mitochondriaux (Froelicher et al. accepté). Les 

limettiers à gros fruits C. aurantifolia (classification de Swingle), C. latifolia (classification de 

Tanaka) de type "Tahiti" ou "Bears", mais également les limes douces C. limettioides "Palestine", 

"Brazilian" et les limettes type "Marrakech" possèdent tous un cytoplasme ayant pour origine les 

pamplemoussiers. Pour Nicolosi et al. (2000), les limes douces seraient le résultat de croisement 

entre bigaradier et cédratier tandis que pour Bayer et al. (2009) la lime "Tahiti" serait le produit 

d’un croisement entre citronnier (C. limon ?) et limettier "Mexicain" (C aurantifolia).  
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Enfin, il y a les citronniers et limettiers utilisés en tant que porte-greffes tels que le limettier 

"Rangpur" ou les citronniers "Volkameriana" et "Rough". Les trois sont désignés par Swingle et 

Reece (1967) comme C. limon tandis que Tanaka (1977) les élève au rang d’espèces C. limonia 

(Volkameriana et Rangure) et C. jambhiri (Rough). Scora (1975) suggère que le citron "Rough" 

est un hybride naturel entre un mandarinier et un cédratier. Sur la base de RAPD, SCAR et ISSR, 

Nicolosi et al. (2000) et Barkley et al. (2006) proposent également le cédratier et le mandarinier 

comme ancêtres du citron "Rough" et du limettier "Rangpur", mais ces génotypes ne peuvent pas 

être considérés comme des hybrides directs. Le citronnier "Volkameriana" a des origines plus 

complexes. Dans un précédent travail, Deng et al. (1996) ont proposé qu’il pourrait être un 

hybride entre le cédratier et le bigaradier. Nicolosi et al. (2000) ont confirmé cette hypothèse 

mais probablement après un rétrocroisement avec le mandarinier. Barkley et al. (2006) ont estimé 

que "Volkameriana" pourrait être un mélange entre le cédratier, mandarinier et pamplemoussier 

mais que la majorité de ses allèles proviennent du cédratier et du mandarinier. Le développement 

de nouveaux marqueurs moléculaires mitochondriaux a permis de distinguer deux groupes parmi 

les mandariniers : les mandariniers acides type "Cléopâtre"/"Sunki" probablement originaires 

d’Inde ou de l’Ouest de la Chine, classiquement utilisés comme porte-greffes et les mandariniers 

doux originaires du sud de la Chine. Ainsi, nos données suggèrent que le groupe mandarinier 

acide type "Cléopatra"/"Sunki" a transmis son cytoplasme dans la genèse de "Rangpur" et 

"Rough" (Froelicher et al. accepté). Tous ces génotypes sont originaires des contreforts de 

l’Himalaya coté Indien (Hodgson 1967) ou Chinois (Gmitter et Hu 1990).  

 

2.5. Conclusions et perspectives 

 

Le développement de marqueurs moléculaires nucléaires, chloroplastiques et 

mitochondriaux ont permis d’étudier la diversité génétique et l’origine des agrumes cultivés. Il 

ressort que quatre taxons de base (C. reticulata, C. maxima, C. medica et C. micrantha) sont à 

l’origine de l’ensemble des espèces cultivées. Les grands événements à l’origine des formes 

cultivées sont relativement bien connus. Ces agrumes cultivés, aujourd’hui considérés comme 

des espèces dites secondaires (C. sinensis, C. paradisi, C. limon, C. aurantium, C. aurantifolia), 

résultent d’un nombre limité d’événements de méioses et de croisements interspécifiques. En 
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revanche, la structure génomique fine des espèces secondaires, constituée par recombinaison 

entre les taxons ancestraux n’est pas connue.  

L’arrivée prochaine de la séquence complète d’un génome de clémentinier, travail réalisé 

dans le cadre du Consortium international de génomique des agrumes et du projet ANR Citruseq, 

ainsi que le développement des plateformes de séquençage à haut débit vont permettre d’acquérir 

de plus amples connaissances sur la structure des variétés cultivées d’agrumes. Pour 

l’établissement de cette séquence, le consortium a privilégié le choix d’une séquence simple, un 

haploïde de clémentinier plutôt qu’un génome diploïde d’oranger. En effet, les premiers travaux 

de séquençage réalisés sur ce dernier, ont révélé des difficultés liées au fort niveau 

d’hétérozygotie. Cette première séquence devrait servir de modèle pour des projets de 

reséquençages des représentants des taxons ancestraux et des espèces secondaires. Ainsi, des 

études de diversité à partir des séquences d’un certain nombre de gènes d’intérêts pourront être 

rapidement établies. Dans un futur de cinq à dix ans, on peut tout à fait imaginer disposer des 

séquences complètes des différents représentants des taxons ancestraux et des espèces 

secondaires. Ce travail devrait donner des informations sur la structure génomique fine des 

espèces secondaires. Couplé à un travail de phénotypage, ces technologies devraient également 

contribuer au développement de marqueurs qui augmenteraient l’efficacité des projets 

d’amélioration traditionnelle (SAM, sélection assistée par marqueurs). 
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3. SELECTION ET AMELIORATION DES AGRUMES 

 

Depuis plusieurs millénaires, les agrumes sont consommés, sélectionnés, multipliés et 

propagés par l’homme. De nombreuses variétés cultivées, aujourd’hui à travers le monde, sont 

issues de sélections d’hybrides spontanés ou de sélections clonales de mutations spontanées 

identifiées dans les vergers. A la fin du 19
ème

 siècle, les premiers programmes d’amélioration par 

hybridation sexuée sur les agrumes ont débuté aux Etats-Unis avec pour objectif principal de 

conférer une meilleure résistance au froid aux orangers. Les objectifs de l’amélioration se sont 

depuis fortement diversifiés du fait d’une plus grande exigence des producteurs et des 

consommateurs, mais également du fait de l’apparition de nombreuses contraintes biotiques et 

abiotiques. Ces objectifs varient considérablement en fonction des besoins de chaque zone de 

production. De nos jours, l’agrumiculture moderne repose sur la culture intensive de plants 

greffés. Ainsi, les objectifs d’amélioration des porte-greffes et des variétés peuvent être 

généralement dissociés, simplifiant le schéma d’amélioration.  

 

3.1. Objectifs d’amélioration des porte-greffes 

 

La principale fonction des porte-greffes est de faciliter l'adaptation des variétés aux 

différentes conditions environnementales dans les différentes zones de culture. L’utilisation de 

porte-greffes a été conditionnée par l’apparition de certaines maladies causant de graves pertes 

économiques. Ainsi, le premier porte-greffe utilisé dans le monde fut le bigaradier (Citrus 

aurantium L.) pour sa tolérance aux Phytophthora sp. De plus, il est l’un des rares à tolérer aussi 

bien des sols calcaires que des sols acides, l’hygromorphie et dans une certaine mesure, la salinité 

(Grosser et Chandler 2004). Cependant, les bigaradiers se sont avérés particulièrement sensibles à 

la maladie de la tristeza, apparue au début du 20
ième

 siècle. La diffusion de la tristeza, à la quasi-

totalité de l’aire de production des agrumes, entraîna la mort de près de 100 millions d'orangers et 

de mandariniers greffés sur bigaradier (Figure 7). Actuellement, un nombre limité de porte-

greffes est disponible et ils doivent préalablement être testés dans les différentes conditions 

pédoclimatiques avant d’être cultivés. 

Le travail d’amélioration des porte-greffes consiste à obtenir des génotypes résistants ou 

tolérants aux contraintes biotiques et abiotiques. Les premiers critères recherchés sont une bonne 
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adaptation aux sols alcalins ou acides, une bonne tolérance aux pathogènes du sol en particulier 

aux Phytophthora sp. et aux nématodes et une tolérance à la tristeza. De plus, le porte-greffe doit 

être compatible avec la variété et favoriser une forte productivité ainsi qu’une bonne qualité des 

fruits comme le calibre, l'épaisseur de la peau, la teneur en jus ou la saveur du fruit (Khan et 

Kender 2007). Les porte-greffes entraînant une entrée rapide en production de la variété sont 

également recherchés. La production de semences vigoureuses avec une polyembryonie élevée 

est un autre aspect souhaité par le pépiniériste, car il facilite la propagation et l'uniformité des 

plants et réduit les coûts de production. 

D’autres critères plus spécifiques des régions peuvent être également pris en considération. 

Ainsi, la résistance au froid pour la Floride, le Japon ou la Géorgie, la tolérance au stress 

hydrique, au calcaire ou à la salinité pour certains pays du bassin méditerranéen, constituent des 

critères particulièrement importants. 

 

3.2. Objectifs d’amélioration des variétés 

 

Le travail d’amélioration des agrumes consiste à obtenir de nouvelles variétés répondant 

aux exigences des producteurs, des consommateurs et des circuits de distribution. Les objectifs 

d’amélioration seront différents selon la destination finale des fruits : 

Pour le marché du fruit frais, la qualité des fruits est le critère essentiel. Celle-ci varie en 

fonction de chaque pays et de chaque groupe de fruit. Dans les pays occidentaux, elle est 

déterminée par la coloration externe et interne, la teneur en jus, le rapport sucre/acidité, l’arôme 

et l’aspermie. Des différences d'appréciation notables existent toutefois entre les différents pays 

européens. En France, les variétés acidulées sont recherchées tandis qu’en Angleterre et dans les 

pays du Nord, la douceur et les forts taux de sucre sont très prisés. Dans les zones tropicales, la 

teneur en jus et en sucre ainsi que la faiblesse de l’acidité sont les principales qualités requises 

tandis que le manque de couleur n’est pas rédhibitoire. La productivité, l'étalement de la 

production, la disponibilité d’une gamme variétale, la tenue du fruit sur l’arbre, la facilité 

d’épluchage et le comportement des fruits après récolte constituent également des objectifs 

importants des programmes de sélection. Des variétés tardives de qualité de type 

clémentines/mandarines sont ainsi particulièrement attendues par le marché. Les consommateurs 

sont de plus en plus exigeants pour la qualité, accroissant la compétitivité sur les marchés 
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internationaux. Le maintien de l’attractivité et de la compétitivité dépend fortement de la 

disponibilité de nouvelles variétés répondant aux attentes des producteurs et des consommateurs. 

Le travail de l’améliorateur consiste à développer une gamme variétale correspondant au plus 

près aux désirs subjectifs de chacun.  

Pour l’industrie de la transformation en jus, les orangers sont principalement concernés. Les 

principaux critères sont la productivité des orangers, la teneur en jus et en sucre ainsi que la 

nature des pigments. La production de jus de pomelo, de citron et de clémentine bien que 

marginale par rapport à l’ensemble du marché du jus, peut être une source de diversification dans 

certaine région. Pour les pomelos et les citrons, la teneur en jus est l’élément le plus important. 

Actuellement, le jus de clémentine et de mandarine se développe et la recherche tend vers de 

nouveaux hybrides produisant des jus de qualité, riches en polyphénols avec une haute valeur 

santé (Rapisarda et al. 2009).  

 

3.3. Amélioration des agrumes par recombinaison sexuée 

 

Une des principales fonctions de la reproduction sexuée est de produire un brassage 

génétique, grâce à la recombinaison génétique. La recombinaison par voie sexuée est utilisée 

depuis longtemps en amélioration génétique pour créer de nouveaux hybrides et/ou introgresser 

certains caractères dans un fond génétique particulier. Chez les agrumes, les premiers 

programmes importants de création par hybridation sexuée ont été entrepris en Floride à l’USDA 

(United States Departement of Agriculture) en 1893. Depuis, de très nombreux pays ont 

également démarré des programmes de création par croisements sexués. Bien que la phase de 

juvénilité soit longue, des résultats très intéressants ont été enregistrés en particulier pour les 

porte-greffes. Ainsi certains hybrides « intergénériques » Poncirus x Citrus s'avérèrent être 

d’excellents porte-greffes comme, par exemple, certains citrumelos (Poncirus x pomelo) tels que 

"4475", "Swingle" ; certains citranges (Poncirus x orangers) tels que "Troyer", "Carrizo", "C35" 

et certains citrandarins (Poncirus x mandariniers) tels le "FA5" et le "FA13" (Forner-Giner et al. 

2009). De très nombreux cultivars intéressants ont été obtenus tels que les mandariniers 

"Wilking", "Kinnow", "Frémont", "Sunburst"… mais beaucoup souffrent d’un nombre élevé de 

pépins, limitant très fortement leur succès commercial.  
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3.4. La part croissante des biotechnologies en amélioration des agrumes 

 

3.4.1. La culture in vitro (CIV) 

La culture in vitro a été développée chez les agrumes dans les années 60. Elle est devenue 

un outil quasi indispensable en amélioration des plantes. Elle permet de multiplier 

végétativement du matériel, de faire du sauvetage d’embryons précoces, de l’embryogenèse 

somatique, et d’assainir des agrumes par microgreffage d’apex indemnes de maladie (Navarro et 

al. 1975). Le milieu le plus couramment utilisé est celui de Murashige et Skoog (1962) et sa 

version modifiée par Murashige et Tucker (1969). Ce dernier est très utilisé pour le sauvetage 

précoce d’embryons avortés.  

 

3.4.2. L’embryogenèse somatique 

L'embryogenèse somatique permet des taux de multiplication clonale élevés de matériel 

sain. Chez les agrumes, l'embryogenèse somatique est induite par la culture in vitro d'ovules 

d’espèces polyembryonnées (Ollitrault et Luro 1995; Rangan et al. 1969). Elle peut aussi être 

induite par culture de styles (Carimi et al. 1995). Chez certaines espèces telles que les Citrus, la 

capacité de régénération d’une plante entière n’est conférée que par les protoplastes issus de cals 

embryogènes. En effet, dans les conditions de culture utilisées, les protoplastes issus de 

mésophylles foliaires de Citrus ne présentent pas d’aptitude à la régénération. La constitution de 

collection de cals embryogènes est donc un préalable à la mise en œuvre du programme 

d’hybridation somatique (Ollitrault et de Rocca Serra 1992b). 

 

3.4.3. L’hybridation somatique 

L’hybridation somatique est une technique développée dans les années 70 qui consiste à 

fusionner des protoplastes de deux parents génétiquement différents (Kao et Michayluk 1974). 

Elle a pu être développée, chez un certain nombre d’espèces végétales, grâce à deux propriétés : 

(1) la capacité d’obtention de protoplastes isolés en grande quantité, (2) leur totipotence. Cette 

étape de régénération de plantes à partir de protoplastes, est bien maîtrisée grâce aux nombreux 

travaux effectués sur plus de trois cent vingt espèces (Waara et Glimelius 1995). Les premiers 

hybrides somatiques ont été obtenus après un traitement chimique au polyéthylène glycol (PEG) 
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(Kao et Michayluk 1974). Le traitement au PEG induit l’agglutination des protoplastes et lors de 

la dilution de ce mélange avec une solution contenant une grande concentration de Ca
2+

 et un pH 

élevé, les fusions ont lieu. Cette technique reste actuellement la plus utilisée.  

Au début des années 80, une autre technique permettant d’obtenir des hybrides somatiques 

par électrofusions de protoplastes a été établie (Zimmermann et Scheurch 1981). Les protoplastes 

placés dans un milieu ayant une faible conductivité, sont soumis à un champ électrique entre 

deux électrodes. Ce champ électrique créé par un courant alternatif permet la polarisation des 

protoplastes et leur alignement (Figure 8). L’application, très brève, de courant continu de forte 

intensité désorganise temporairement les membranes et permet la fusion des protoplastes 

(Sihachakr et al. 1988). Plus récemment, une nouvelle méthode combinant l’agrégation des 

protoplastes par le polyéthylène glycol et l’ouverture des pores membranaires par une décharge 

de courant continu a permis d’obtenir des hybrides somatiques (Olivares-Fuster et al. 2005). 

L’hybridation somatique permet ainsi d’introgresser des gènes provenant d’espèces sexuellement 

incompatibles ou de génotypes stériles. Cette technique élargit ainsi grandement le pool des 

ressources génétiques disponibles (Bravo et Evans 1985; Grosser et al. 1996a; Lefrançois et al. 

1993). Par l’association complète de deux génomes nucléaires, elle permet par ailleurs de créer 

des polyploïdes (Figure 9). Cette technique s’est avérée particulièrement importante pour gérer la 

diversité au sein de pools géniques polyploïdes. Ainsi de nombreux travaux ont porté sur le 

complexe d’espèces des Solanaceae (Masson et Pelletier 1987; Oberwalder et al. 1998; Pelletier 

et al. 1983) ou celui des Brassicaceae (Glimelius et al. 1991; Téoulé 1992). L’hybridation 

somatique a également été appliquée avec succès pour introgresser des caractères ponctuels 

d’espèces sauvages via des méthodes de fusions asymétriques. De nouvelles combinaisons 

nucléo-cytoplasmiques peuvent être obtenues (Figure 9). Ce matériel est particulièrement 

intéressant pour la recherche de stérilité mâle nucléo-cytoplasmique mais également afin de 

transférer certains caractères de résistance à déterminisme cytoplasmique (Barsby et al. 1987; 

Pelletier et al. 1983; Thomzik et Hain 1988; Vardi et al. 1987). C’est sans conteste chez les 

Solanacées que l’on répertorie le plus grand nombre d’expériences positives d’hybridations 

somatiques (Puite et al. 1986; Sihachakr et al. 1988; Waara et Glimelius 1995). De nombreux 

succès ont aussi été rencontrés chez les Crucifères, les Ombellifères et les Rutacées (Téoulé 

1992).  
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Les premiers hybrides somatiques obtenus chez les agrumes proviennent d’une 

combinaison entre des protoplastes de cals embryogènes de Citrus sinensis "Trovita" et des 

protoplastes de feuilles de Poncirus trifoliata (Ohgawara et al. 1985). Ces deux espèces bien 

qu’appartenant à des genres différents sont compatibles sexuellement. Les premiers hybrides 

somatiques sexuellement incompatibles résultent d’une fusion entre Citrus sinensis "Hamlin" et 

Severinia disticha (Grosser et al. 1988b). Afin d’introgresser des caractères intéressants, des 

hybridations somatiques ont été tentées avec des espèces plus éloignées appartenant à des sous-

tribus et même à des tribus différentes. Mais ces hybrides somatiques ne représentent qu’une 

faible partie du matériel régénéré. Seuls cinq hybrides somatiques inter sous-tribu ou intertribu 

ont pu être acclimatés soit sur leurs propres racines, soit après greffage. Ainsi, des hybrides 

intertribu ont pu être obtenus entre Citrus sinensis "Trovita" et Murraya paniculata (Hidaka et al. 

1992), entre Clausena excavata et Citrus aurantifolia "Mexicaine" (Froelicher 1999) ou entre 

Citrus sinensis et Clausena lansium (Guo et Deng 1999). Ces derniers mentionnent que l’hybride 

Citrus sinensis et Clausena lansium est hexaploïde alors que les parents étaient diploïdes. Tous 

les auteurs font état de problèmes au cours de la phase de développement. Parfois, les embryons 

ne germent pas, tout en survivant pendant un an (Motomura et al. 1997).  

La fusion de protoplastes peut conduire également à la production d’hybrides somatiques 

diploïdes appelés cybrides. Ces nouvelles associations nucléo-cytoplasmiques peuvent être 

particulièrement intéressantes pour associer un noyau avec des organites cytoplasmiques 

présentant des caractères à déterminisme cytoplasmique particuliers tels que la stérilité mâle 

nucléo-cytoplasmique mais également certains caractères de résistance (Sidorov et al. 1981; 

Vardi et al. 1987). Chez les plantes, les cybrides sont généralement obtenus par fusion 

asymétrique entre des protoplastes parentaux respectivement irradiés aux rayons X et traités à 

l’iodoacetate (Sidorov et al. 1981; Vardi et al. 1987). Sur agrumes, des cybrides ont été obtenus 

spontanément lors de fusion cals/feuilles ou cals/cals (Grosser et al. 1996b; Moreira et al. 2000a; 

Ollitrault et al. 1996c; Yamamoto et Kobayashi 1995). Le taux de cybrides régénéré dans les 

produits de fusion peut être augmenté par certaines techniques tels que l’hybridation somatique 

mixte chimique/physique ((Olivares-Fuster et al. 2005)) et les fusions asymétriques, après 

irradiation aux UV (Dambier, communication personnelle). Ces dernières années, des efforts ont 

été fait pour transférer le génome mitochondrial des mandariniers "Satsuma", qui possèdent des 
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gènes de stérilité, avec des génomes nucléaires de divers agrumes fertiles (Cai et al. 2009; Cai et 

al. 2007; Guo et al. 2004a; Xu et al. 2006). 

L’analyse moléculaire des génomes cytoplamiques des produits de fusion montre que les 

mitochondries proviennent systématiquement du parent cal lors de combinaisons cals/feuilles 

(Cabasson et al. 2001; Grosser et al. 1996b; Moreira et al. 2000a, b; Moreira et al. 2002). Ces 

auteurs suggèrent un contrôle mitochondriale dans l’aptitude à la régénération et le processus 

d’embryogenèse. Cependant, certains hybrides somatiques et cybrides issus de fusions 

cals/feuilles possèdent des mitochondries recombinées ((Liu et al. 2002; Moreira et al. 2000a; 

Vardi et al. 1987) ; nos résultats non publiés). Seule une partie du génome mitochondrial pourrait 

être impliqué dans ce contrôle. En revanche, les chloroplastes présentent une hérédité 

monoparentale aléatoire.  

 

3.5 L’aspermie : de la mutation au contrôle génétique  

 

L’aspermie est l'une des caractéristiques les plus importantes pour les mandarines sur le 

marché des fruits frais en occident, car les consommateurs n'acceptent pas les pépins dans les 

fruits (Ollitrault et al. 2007a). 

Plusieurs stratégies ont été développées pour la création de variétés sans pépin, faisant 

appels pour la plupart aux biotechnologies:  

 

3.5.1. La création et la sélection de variétés auto-incompatibles. 

Chez les agrumes, l’auto-incompatibilité est observée depuis de nombreuses années (Nagai 

et Tanikawa 1928; Soost 1969). Les pamplemoussiers (Citrus maxima) ont été décrits comme 

étant totalement auto-incompatibles ainsi que quelques hybrides de mandariniers tels que le 

clémentinier (Citrus reticulata x C. sinensis), les tangelos (Citrus reticulata x C. paradisi) 

"Minneola", "Orlando" et "Robinson" (Soost 1965; Soost 1969). Aujourd’hui, la quasi totalité des 

variétés de mandariniers dans le bassin méditerranéen, dont les clémentiniers cultivés, sont auto-

incompatibles. Lorsqu’ils sont cultivés en bloc monoclonal, ils produisent des fruits sans pépin. 

Des variétés récentes telles que "Clémenvilla", "Fortune", "Afourer" ainsi que "SugarBelle" 

doivent leur intérêt commercial à leur auto-incompatibilité. L’auto-incompatibilité a été décrite, 

au travers d’une série de croisements, chez les agrumes comme étant de type gamétophytique 
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(Soost 1969), gouvernée par une série d’allèles et comme étant dominante. D’après Ueno (1978), 

la compatibilité entre C. tachibana et C. hassaku n’est pas réciproque. Il suggère que l’auto-

incompatibilité est contrôlée par plus d’un gène. Soost (1969) et Vardi et al. (1998) ont tenté 

d’établir un modèle, mais celui-ci ne fonctionne pas dans tous les cas. L’unilatéralité de 

l’incompatibilité, dans certains croisements réciproques entre variétés auto-incompatibles, a 

profondément perturbé les généticiens travaillant sur le modèle "agrume" et a compliqué le 

travail des sélectionneurs qui tentent de prédire la présence de ce caractère dans les descendances. 

De plus, l’auto-incompatibilité n’est pas toujours totale. Certaines variétés peuvent avoir une 

fertilité en autofécondation résiduelle faisant penser à un caractère quantitatif. Ainsi, les 

déterminants génétiques de l'incompatibilité sont encore totalement inconnus chez les agrumes. 

Une meilleure connaissance de ces déterminants permettrait aux sélectionneurs de prédire l’auto-

incompatibilité ou de faire de la sélection par marqueurs de manière précoce. 

 

3.5.2. La recherche de mutants stériles 

La sélection de mutations spontanées est la méthode d'amélioration des agrumes la plus 

ancienne. Elle a permis une diversification phénotypique au sein de structures hybrides telles 

ques les orangers, les citronniers, les pomelos et les clémentiniers. De nombreuses mutations 

portant sur la qualité, la couleur et la forme du fruit, l'étalement de la précocité et l'amélioration 

du calibre ont été sélectionnées. Ce mode de diversification a, dans un premier temps, été rendu 

possible par l’apomixie, puis plus tard par le greffage. Cette dernière technique a rendu possible 

la sélection de mutants stériles. La stérilité gamétique peut être soit d'ordre génétique, soit d'ordre 

physiologique et due à des facteurs environnementaux comme des basses températures (Iwamasa 

et Iwasaki 1963cité par Frost et Soost 1968), ou à l'utilisation de certains porte-greffes (Brieger et 

Gurgel 1941 cité par Frost et Soost 1968). Elle peut être totale, affectant les gamètes mâles et 

femelles comme chez l'oranger "Washington Navel" ou partielle comme chez les pomelos 

"Marsh" et le citronnier "Eureka". Des études cytogénétiques ont mis en évidence que les 

origines de la stérilité chez l'oranger "Valencia", le limettier "Mexicain" et le Citrus junos sont 

dues respectivement à des translocations, des inversions et des phénomènes d'asynapsie (Iwamasa 

1966). Depuis une trentaine d’année, l’homme cherche à amplifier ce processus naturel. La 

mutagénèse induite s'est avérée être un bon outil pour la recherche de cultivars aspermes (Hearn 

1984). Ainsi, de nombreux programmes ont été conduits en vue de rendre stérile des variétés à 
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pépins très intéressantes au niveau organoleptique. Le premier succès commerciale a été obtenu 

avec le pomelo "Star Ruby", issu d’irradiation de graines de la variété "Hudson" (Roose et 

Williams 2007). On notera actuellement la mise sur le marché des variétés "Mor" et "Tango" 

issues respectivement des programmes d'irradiation de "Murcott" (Vardi et al, 

http://www.freepatentsonline.com/PP08378.pdf) et "Afourer" (Roose et Williams, 

http://www.freepatentsonline.com/PP17863.pdf).  

 

3.5.3. La stérilité mitochondriale 

La stérilité mâle est relativement répandue dans le règne végétal. Elle se manifeste par une 

absence d'anthères, des anthères vides ou du pollen non viable. Elle peut être suscitée 

spontanément par le biais de mutations dans le génome nucléaire et/ou cytoplasmique. 

La stérilité mâle cytoplasmique (CMS) est généralement causée par le génome extranucléaire, les 

mitochondries. Cependant, elle peut être contrôlée par l'interaction entre les facteurs 

cytoplasmiques et nucléaires.  

Dans le cas d’une stérilité cytoplasmique (mitochondriale), cette stérilité est totalement  

transmise à la descendance si l’hérédité cytoplasmique est maternelle. En revanche, dans le cas 

d'une stérilité génique et cytoplasmique, cette stérilité ne sera que partiellement transmise à la 

descendance. Elle se manifeste quand un gène de stérilité récessif est à l'état homozygote (rr) 

dans un cytoplasme stérilisant S que l'on oppose au cytoplasme normal N. Ainsi, le parent mâle 

aura la capacité de restaurer la fertilité dans la descendance, même en présence d’un cytoplasme 

S. 

Chez les agrumes, la stérilité mâle cytoplasmique a été décrite pour la première fois chez les 

mandariniers "Satsuma" (Iwamasa 1966). Toutefois, au travers d’une série de croisements 

comprenant des hybrides possédant le cytoplasme de "Satsuma", Yamamoto et al. (1997) ont 

démontré que l’avortement des anthères était causé par une interaction gène/cytoplasme. 

 

3.5.4. La recherche de stérilité via la triploïdie 

En plus de l’aspermie des nouvelles variétés, il est également important de sélectionner des 

cultivars incapables de polliniser les variétés existantes auto-incompatibles. La triploïdie répond à 

cet objectif puisqu’elle entraîne généralement une stérilité mâle et femelle, empêchant toutes 

pollinisations croisées sur des cultivars auto-incompatibles. Combinée à la parthénocarpie, la 
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triploïdie est un autre moyen d’obtenir des fruits sans pépin. Ainsi, la synthèse d'hybrides au 

niveau triploïde apparaît comme une stratégie particulièrement intéressante (Cameron et Burnett 

1978; Starrantino 1992). Elle est aujourd’hui développée dans de nombreux programmes 

d’amélioration variétale chez les agrumes (cf paragraphe 3.6.3).  

 

3.6. Gestion de la ploidie 

 

Comme nous venons de le voir, la triploïdie est devenue une composante importante des 

programmes d’amélioration des agrumes. La gestion du niveau de ploïdie requiert une bonne 

connaissance du système de reproduction, et de la génétique des différentes ressources 

biologiques utilisées dans les programmes de création variétale ainsi que la maîtrise de certains 

outils de biotechnologie.  

 

3.6.1. Obtention d’haploïdes 

3.6.1.1. Formation d’haploïdes naturels 

Différents mécanismes tels que l’androgenèse, l’élimination de chromosomes, les réductions 

somatiques, l’apogamie et la parthénogenèse comprenant la gynogenèse, permettent d’obtenir des 

plantes haploïdes (Demarly et Sibi 1996; Khush et Virmani 1996). Ces mécanismes peuvent être 

spontanés.  

La première plante haploïde spontanée a été découverte chez Datura stamonium par 

Blakeslee et al. en 1922. La formation spontanée d’un haploïde provient généralement de la 

gynognèse avec la formation d’une graine haploïde. Des cas d’androgenèses spontanées sont 

décrits, chez certaines plantes telles que le riz et les Solanaceae, avec la formation d’embryons 

haploïdes directement dans les anthères (Ramanna et Hermsen 1974). 

Chez les agrumes, quelques rares cas d’haploïdisations spontanées ont été rapportés en 

particulier chez les pamplemoussiers (Toolapong et al. 1996) et le clémentinier (nos résultats, 

non publiés). Ces haploïdes peuvent être issus de graines normales (nos résultats non publiés) ou 

de graines avortées (Toolapong et al. 1996). Récemment, nous avons évalué le taux 

d’haploïdisations spontanées chez six génotypes de pamplemoussiers. Sept cent cinquante plants 

de semis, obtenus à partir de graines normales issues de pollinisations libres, ont été analysés par 

cytométrie en flux. Il ressort que le pourcentage d’haploïdisation varie de 0% pour les 
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pamplemoussiers "Kao Pan" et "Deep Red" à 0.4% pour les pamplemoussiers "Reinking" et 

"Chandler" (Figure 10). Un pourcentage similaire a été obtenu lors d’un croisement contrôlé 

entre "Chandler" x clémentinier. L’analyse moléculaire de ces haploïdes confirme bien qu’ils 

sont le produit de la gynogenèse (Froelicher et al, en cours).  

 

3.6.1.2. Obtention d’haploïdes par gynogenèse induite et androgenèse in vitro 

L’obtention de plants haploïdes a toujours suscité un intérêt en amélioration des plantes 

pour l’obtention de lignées pures avec les haploïdes doublés, en génétique pour la constitution de 

populations d’haploïdes doublés, pour la réalisation de cartes génétiques et récemment en 

génomique pour le séquençage d’un génome haploïde. Comme de nombreuses espèces ligneuses, 

les agrumes sont décrits comme étant récalcitrants aux haplo-méthodes (Germana et Chiancone 

2001). Des essais ont été réalisés par androgenèse in vitro. Les premiers embryons ou/et des 

plantes haploïdes ont été obtenus chez Poncirus (Hidaka et al. 1979), C. microcarpa (Chen et al. 

1980), C. sinensis "Trovita" (Hidaka 1984), C. clementina (Germana et Chiancone 2003; 

Germana et al. 1994), C. limon (Germana et al. 1992) et tangelo (C. deliciosa x C. paradisi) 

"Mapo" (Germana et Reforgiato Recupero 1997). Cependant, en dépit d’efforts considérables, 

l’androgenèse in vitro n’a donné aucun résultat chez de nombreux génotypes et le nombre 

d’haploïdes est très limité (Germana 1997). La faiblesse de l’androgenèse in vitro a poussé au 

développement d’autres méthodes alternatives (Germana et Chiancone 2001). Ainsi, la 

gynogenèse induite a été testée chez les espèces monoembryonnées. Les premiers haploïdes ont 

été obtenus après pollinisation de C. clementina et C. reticulata "Lee" (diploïde) par du pollen 

triploïde (Oiyama et Kobayashi 1993). L’induction d’haploïdes in situ par pollinisation avec du 

pollen irradié est une technique couramment utilisée chez certaines espèces. Des plantes 

haploïdes ont été obtenues après pollinisation avec du pollen irradié à 300, 600, ou 900 grays 

chez C. clementina (Ollitrault et al. 1996a), C. reticulata "Fortune" et Citrus reticulata x Citus 

sinensis "Ellendale" (Figure 11) (Froelicher et al. 2007) et C. reticulata "Wilking". Chez ce 

dernier, des diploïdes issus de 2n gamètes ont également été régénérés (publication en cours). En 

revanche, aucun haploïde de pamplemoussier n’a été obtenu par cette méthode en dépit de 

nombreux essais (nos travaux, non publiés), ce qui est surprenant au regard des résultats récents 

sur la capacité des pamplemoussiers à produire spontanément des haploïdes (paragraphe 

précédent). 
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3.6.2. Augmentation du pool de tétraploïdes 

3.6.2.1. Formation de tétraploïdes spontanés 

Chez les agrumes, l’apparition de tétraploïdes spontanés est relativement fréquente chez les 

espèces polyembryonnées (Cameron et Frost 1968; Cameron et Soost 1969). Longley (1925) a 

été le premier à signaler des formes tétraploïdes chez le kumquat "Hongkong" à l’état sauvage 

(Fortunella hindsii Swing.) tandis que Frost (1925) a observé des tétraploïdes parmi un semis de 

graines polyembryonnées d’oranger "Paperrind" et de citronnier "Lisbonne", qui se caractérisent 

par des feuilles plus épaisses. Depuis, des tétraploïdes issus de semis polyembryonnés ont été 

identifiés chez de très nombreux génotypes (Barrett et Hutchison 1978; Hutchinson et Barrett 

1981; Russo et Torrisi 1951). 

Les taux de tétraploïdisation spontanée dépendent fortement des génotypes, pouvant varier 

de moins de 1% à 8% (Barrett et Hutchison 1978, nos résultats, en cours). Ils sont faibles chez le 

limettier "Mexicain" et le kumquat "Marumi" mais peuvent atteindre 8% chez le mandarinier 

"Méditerranéen" (nos résultats, non publiés). De même, au sein des orangers, des variations 

importantes peuvent être observées entre les différents mutants. Ainsi, la variété "Pineapple" 

produit 4% de tétraploïdes tandis que les variétés "Shamouti" et "Moro" n’en produisent que 1% 

(nos résultats, non publiés). Toutefois, il est important de noter que ce caractère est variable car 

pour un même génotype, les taux peuvent fluctuer d’une année sur l’autre ou en fonction des 

conditions environnementales. Ainsi, le climat de la Corse est nettement plus favorable que le 

climat tropical humide de la Martinique et le climat subtropical des îles Marquises. Le facteur 

climatique, en particulier la température serait responsable de ces variations de ploïdie (Aleza et 

nos résultats, publication en cours). Depuis l’avènement de la cytométrie en flux, la recherche de 

tétraploïdes dans des semis de graines polyembryonnées est la technique la plus simple pour 

diversifier le pool des géniteurs tétraploïdes. En revanche, ces plantes présentent une phase de 

juvénilité généralement plus longue que les diploïdes (nos résultats, non publiés).  

L’étude effectuée sur l’origine des tétraploïdes spontanés indique qu’ils proviennent du 

doublement spontané des tissus nucellaires (Cameron et Frost 1968). Toutefois, quelques cas de 

tétraploïdes spontanés issus d’hybridation ont été observés dans un semis d’oranger "Pineapple" 

et de citronnier "Eureka" (nos résultats, non publiés). 
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Chez les espèces monoembryonnées, des tétraploïdes peuvent également apparaître 

spontanément dans des croisements entre diploïdes (Esen et Soost 1973; Hutchinson et Barrett 

1981). L’étude de l’origine de ces plantes à l’aide de marqueurs SSR a montré qu’elles résultent 

de la fécondation de deux gamètes non réduits. Ces événements restent cependant très rares (nos 

résultats, non publiés).  

 

3.6.2.2. Doublement à l’aide d’agent mitoclasique 

Pour les génotypes monoembryonnés, le doublement avec un agent chimique s’impose si 

l’on ne veut pas de recombinaison sexuée. L’agent chimique le plus couramment utilisé est un 

agent mitoclasique, la colchicine. Il bloque la division cellulaire à la prophase et à la métaphase, 

empêchant la formation des fibres fusoriales et la séparation des chromosomes accolés au niveau 

de la plaque équatoriale. Les premiers essais ont été réalisés sur bourgeons in vivo (Barrett 1974). 

Néanmoins, la majorité des génotypes sont chimériques, sans valeur pour la sélection végétale. 

Plus récemment, des cals embryogènes ont été traités à la colchicine avec succès, pour obtenir 

des plantes tétraploïdes (Gmitter Jr et Ling 1991; Gmitter Jr et al. 1991; Zhang et al. 2007). 

Wakana et al., (2005) ont obtenu des tétraploïdes de "Yuzu" (C. junos), "Kizu" (C. kizu) et 

"Hanayu" (C. hanaju) après traitement de jeunes bourgeons axillaires greffés immédiatement 

après traitement. Aleza et al. (2009) ont combiné avec succès un traitement à la colchicine et à 

l’oryzalin sur des apex ayant été microgreffés quelques semaines auparavant. Ils ont ainsi pu 

obtenir des génotypes tétraploïdes de clémentinier. Afin d’augmenter les chances de succès, nous 

avons développé une technique d’immersion de jeunes plants en pot dans une solution de 

colchicine. Les plants sont retournés et seule la tige au dessus du point de greffe est immergée. 

Ainsi de nombreux bourgeons sont traités en une seule fois, multipliant les chances de succès. 

Cette technique a permis d’obtenir des autotétraploïdes de différentes variétés de clémentinier et 

des essais sont en cours sur différents génotypes monoembryonnés de mandariniers (nos 

résultats, non publiés). 

 

3.6.2.3. Obtention de tétraploïdes par hybridation somatique 

La création d’hybrides somatiques tétraploïdes a également été utilisée afin d’élargir le pool 

des géniteurs tétraploïdes (Ollitrault et al. 2000a). Plusieurs centaines de combinaisons 

d’hybrides tétraploïdes ont été obtenus de part le monde (Grosser et al. 2000; Ollitrault et al. 
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2007b). Le centre de recherche et d’éducation pour les Citrus (CREC) en Floride possède le plus 

grand nombre de combinaisons d’hybrides somatiques tétraploïdes, tandis que le Cirad en a 

généré près d’une centaine (Figure 12) (Froelicher 1999; Ollitrault et al. 2000a; nos résultats, non 

publiés). De nombreux hybrides somatiques sont en cours d’évaluation (Ollitrault et al. 2007b) 

ou bien entrent dans le schéma de création de triploïdes (Grosser et al. 1992a; Ollitrault et al. 

2007b). Les premiers hybrides somatiques allotétraploïdes (Ohgawara et al. 1985), après avoir 

démontré une bonne fertilité (Ohgawara et al. 1991), ont été utilisés comme géniteurs et croisés 

avec des diploïdes. Des plantes triploïdes ont été obtenues après sauvetage d’embryons 

(Ohgawara et al. 1991).  

 

3.6.3. Obtention de triploïdes dans le programme d’innovation variétale 

La triploïdie intéresse beaucoup les améliorateurs car elle est connue pour présenter un fort 

niveau de stérilité qui, cumulée avec la parthénocarpie, permet d’obtenir des fruits sans pépin. 

Dans ce but, trois méthodes principales permettant la genèse d’agrumes triploïdes ont été 

développées : 

 

3.6.3.1. Recherche de triploïdes dans les populations diploïdes 

La triploïdie est relativement peu fréquente dans le règne du vivant et elle est considérée 

généralement comme une anomalie génétique. Dans les croisements entre diploïdes, elle résulte 

(1) soit d'une anomalie survenant au cours de la division méiotique qui se caractérise par une non 

disjonction chromosomique conduisant à la formation de gamètes diploïdes. Lorsqu’un gamète 

diploïde fusionne avec un gamète normal, il résulte un zygote triploïde ; (2) soit d'une anomalie 

survenant au cours de la fécondation telle que la non séparation du deuxième globule polaire de 

l'ovule ou la fécondation d'un ovule par deux spermatozoïdes (dispermie). 

Chez les agrumes, la présence de triploïdes a été observée pour la première fois par Lapin 

(1937) sur des semis de mandariniers "Mikan". Elle a ensuite été signalée dans les descendances 

de très nombreux génotypes d’agrumes issus de pollinisations libres telles que les citronniers 

"Lisbonne" et "Eureka", les orangers "Ruby" et "Zanford", le pamplemoussier "Impériale", le 

clémentinier, différents mandariniers "Ellendale", "Wilking", "Fortune"… qu’ils soient mono ou 

polyembryonnés ((Chen et al. 2008; Esen et Soost 1971; Geraci et al. 1982; Ollitrault et al. 

2007a). Cependant, on retrouve plus fréquemment des triploïdes chez les variétés 
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monoembryonnées, dans des petits pépins présentant des embryons partiellement avortés (Esen et 

Soost 1971, 1973). Cette approche est restée longtemps limitée par des taux de triploïdes 

relativement faibles. L’avènement de la cytométrie en flux a considérablement accéléré leurs 

sélections (Ollitrault et al. 1996b) remplaçant le comptage chromosomique, particulièrement long 

et fastidieux. De plus, le sauvetage d’embryons immatures, par culture in vitro, a fortement accru 

le taux de germination des petites graines. Ces deux techniques ont permis d’exploiter 

efficacement ce processus naturel en création variétale. Ainsi, afin de connaître le potentiel de 

chaque génotype monoembryonné, le taux de triploïdes a été évalué dans leur descendance, 

faisant ressortir un fort effet génotypique. Un classement des génotypes, en fonction de leur 

potentiel à générer des triploïdes, a pu être établi. Il est faible chez les pamplemoussiers, le 

clémentinier (Geraci et al. 1975; Ollitrault et al. 1996b) mais atteint près de 15% à 30% pour les 

mandariniers "Wilking" et "Fortune" ((Soost 1987); nos résultats, non publiés). De même, au sein 

des clémentiniers, des variations importantes peuvent être observées entre les différents mutants 

(couramment appelés clones ou variétés). Ainsi, la variété "Sidi Aissa", produit 10% de triploïdes 

dans les petites graines avortées tandis que la variété "Caffin" n’en produit que 1% (nos résultats, 

non publiés).  

Le nombre de géniteurs monoembryonnés femelles intéressant est apparu comme 

relativement restreint. En vue de l’augmenter, nous avons recherché dans un premier temps les 

hybrides monoembryonnés, sur les différentes populations diploïdes en ségrégation présentes sur 

la Station de Recherche Agronomique (SRA) de Corse. Puis, dans un second temps, le taux de 

petites graines par fruit et le nombre de triploïdes ont été déterminés chez ces génotypes 

monoembryonnés. Ainsi, sur deux populations en ségrégation clémentinier x mandarinier 

"Commun" et clémentinier x mandarinier "Carvalalh", 30% des hybrides se sont révélés comme 

étant monoembryonnés. Parmi ces génotypes monoembryonnés, 18% produisent plus de un petit 

pépin par fruit, et 36% contiennent plus de 20% de triploïdes. Deux génotypes ont produit 100% 

de triploïdes à partir de leurs petites graines.  

Enfin, les conditions environnementales semblent également fortement affecter la formation 

de triploïdes. Le climat de la Corse est nettement plus favorable que les conditions semi 

désertiques du Souss marocain et tropicales humides de la Martinique (nos résultats, non 

publiés). 
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Aujourd’hui, des milliers d’hybrides triploïdes de mandariniers, tangors (mandarinier x 

orange) et tangelos (mandarinier x pomelo) ont pu être obtenus grâce à l’hybridation contrôlée 

entre diploïdes, le sauvetage d’embryons et la cytométrie en flux. L'Instituto Valenciano de 

Investigaciones Agrarias (IVIA) a protégé dix-sept obtentions (Navarro, communication 

personnelle) et deux variétés sont proposées en 2010 à la profession, "Garbi" (Figure 13) et 

"Safor" (Aleza et al. 2010); http://www.ivia.es/documentos/nuevasvariedades/index.htm). Le 

Cirad vient de déposer un dossier de demande de certificat d’obtention variétale pour une variété, 

nommée "MaHa208", issue d’un croisement clémentinier "MA3" x mandarinier "Hansen" 

(Figure 14). 

 

Origine génétique des 2n gamètes 

L’origine génétique des plantes triploïdes a pu être étudiée par cytogénétique puis à l’aide 

de marqueurs moléculaires. Elle a été décrite comme étant de type digynie, c’est-à-dire résultant 

de la fusion d'un ovule diploïde avec un pollen normal (haploïde) et cela pour l’ensemble des 

populations étudiées ((Esen et al. 1979; Luro et al. 2004), nos résultats, résultats IVIA, non 

publiés). Cependant, de rares cas de triploïdie par diandrie, c'est-à-dire résultant de la fusion d'un 

pollen diploïde avec un ovule normal (haploïde), ont également été observés ((Luro et al. 2004), 

résultats Cirad et IVIA, non publiés). En théorie, les ovules diploïdes peuvent avoir plusieurs 

origines, l’aposporie, la restitution en première division de méiose (appelée communément FDR 

(First Division Restitution)), la restitution en deuxième division de méiose (appelé communément 

SDR (Second Division Restitution)) et/ou encore la restitution post-méiotique. Il ressort que dans 

l’ensemble des populations étudiées, seules une partie de l’hétérozygozie maternelle est restituée 

favorisant l’hypothèse d’une restitution de type FDR ou SDR. Le taux de restitution de 

l’hétérozygotie maternelle est en relation directe avec le taux de crossing-over (Figure 15). Il est 

variable d’un locus à l’autre en fonction de leur position par rapport au centromère. Ainsi, plus le 

locus sera proche du centromère, moins il aura de chance de subir un crossing-over alors que plus 

il en sera éloigné, plus il sera indépendant pouvant subir un crossing-over. Ainsi, dans le cas de la 

FDR, 100% à 50% de l’hétérozygotie maternelle sera restituée en fonction de l’éloignement avec 

le centromère (100% lorsque le locus est proche du centromère, 50% lorsqu’il est très éloigné). 

Dans le cas de la SDR, de 0 à 100% de l’hétérozygotie maternelle sera restituée en fonction de la 
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proximité avec le centromère (0% lorsque le locus est proche du centromère, 100% lorsqu’il est 

très éloigné).   

Chez le clémentinier, le mandarinier "Fortune" et le mandarinier "Wilking", la restitution de 

l’hétérozygotie maternelle observée pour l’ensemble des loci est comprise entre 0% et 100% 

laissant supposer à de la SDR ((Luro et al. 2004), Cuenca / Ollitrault, comm pers, nos résultats, 

non publiés). En revanche, chez l’oranger, la formation des ovules diploïdes a été décrite comme 

étant de type FDR (Chen et al. 2008). 

 

3.6.3.2. Les croisements diploïde x tétraploïde 

L’hybridation entre diploïdes et tétraploïdes est couramment utilisée dans le règne végétal, 

mais également animal, pour générer des triploïdes. Chez les agrumes, elle est en théorie, la 

méthode la plus appropriée pour obtenir un grand nombre de triploïdes. Dans ce chapitre, nous 

distinguerons le sens du croisement ainsi que les tétraploïdes issus de doublements 

chromosomiques et les tétraploïdes issus d’hybridations somatiques. 

 

Le sens de croisement : 

2x x 4x (diploïdes doublés):  

Cette méthode est la plus ancienne utilisée pour la création de triploïdes (Esen et Soost 

1973; Esen et al. 1978; Oiyama et al. 1981; Starrantino et Recupero 1981). Les tétraploïdes 

utilisés sont généralement issus du doublement chromosomique au sein des tissus nucellaires. Les 

croisements 2x x 4x donnent peu de graines de taille normale et beaucoup de graines avortées 

avec un embryon de toute petite taille (1-2 mm). Les graines normales germent très bien. En 

revanche, les petites graines sont très difficiles à faire germer et nécessitent une méthode de 

sauvetage par culture in vitro bien particulière (Starrantino et Recupero 1981 ; Grosser, 

communication personnelle). Les plantes obtenues sont généralement triploïdes, mais peuvent 

être également tétraploïdes (Esen et Soost 1972). Le génotype femelle diploïde a une forte 

influence sur le nombre de graines par fruit, sur le taux de triploïdes et de tétraploïdes. Ces 

derniers proviennent généralement de la fusion d’un ovule diploïde non réduit et d’un pollen 

diploïde (Esen et Soost 1972; Ferrante et al. 2010; nos résultats, en cours). Chez les 

mandariniers, cette capacité est inversement proportionnelle à la production de 2n gamètes. Ainsi, 

les génotypes monoembryonnés produisant fréquemment des 2n gamètes, tels que mandariniers 
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"Wilking" et "Fortune", produiront de nombreux tétraploïdes dans le croisement 2x x 4x. En 

revanche, la variété "Fallglo", qui ne produit pas de triploïde dans les croisements 2x x 2x, donne 

d’excellents résultats dans les croisements 2x x 4x. Cependant, ce résultat n’est pas extrapolable à 

l’ensemble des agrumes. Les pamplemoussiers, qui produisent plus d’une centaine de graines lors 

de croisements entre 2x, ne donnent que très peu de graines normales et beaucoup de graines 

vides ou avec un embryon avorté lors des croisements 2x x 4x. Les plantules issues de ces graines 

sont très majoritairement triploïdes (Kamiri, en cours).  

Cette méthode 2x x 4x est à l’origine des premiers pomelos triploïdes "Oroblanco" et 

"Melogod" (hybrides entre un pamplemoussier diploïde et un pomelo tétraploïde) et des 

mandariniers triploïdes "Mandalate", "Tacle", "Mandared" (hybrides entre clémentinier ou 

mandarinier "Fortune" et l’oranger "Tarrocco Rosso" tétraploïdes) (Russo et al. 2004; Starrantino 

1999). Le pomelo "Oroblanco", également connu sous le nom de "Sweety", est déjà produit 

commercialement. Les mandariniers sont en phase d’amplification et de plantation commerciale. 

Leurs fruits devraient apparaître sur le marché européen ces prochaines années. 

 

2x x 4x (hybrides somatiques) :  

Ces dernières années, l’hybridation somatique a complété la gamme de tétraploïdes 

polyembryonnés disponible (Grosser et al. 2000). Ces hybrides somatiques sont entrés dans les 

schémas de création de variétés triploïdes par croisement 2x x 4x dans de nombreux centres de 

recherche (Grosser et al. 2000; Guo et al. 2000; Ollitrault et al. 2000c; Pavan et al. 2007; Tusa et 

Bosco 1997; Wu et al. 2005). Comme avec les diploïdes doublés, la majorité des graines sont 

petites et très difficiles à faire germer, nécessitant le recours au sauvetage d’embryons. Les 

plantes obtenues sont généralement triploïdes, mais peuvent être également tétraploïdes et même 

diploïdes (Ferrante et al. 2010, Kamiri, en cours). Le génotype femelle diploïde a une forte 

influence sur le nombre de graines par fruit, sur le taux de plantes triploïdes, diploïdes et 

tétraploïdes. Les tétraploïdes sont issus de la fécondation d’un ovule non réduit par du pollen 

diploïde (Ferrante et al. 2010, Kamiri, en cours). Les diploïdes dans les croisements 2x x 4x  

proviennent de la capacité de certains hybrides somatiques tétraploïdes à produire des gamètes 

haploïdes (Kamiri, en cours). Le nombre relativement élevé de diploïdes observés dans certains 

croisements pourrait provenir soit d’une compétition pollinique favorable aux pollens haploïdes 
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par rapport aux diploïdes, soit d’un ratio de ploïdie de 3:2 entre l’albumen et l'embryon considéré 

comme favorable au bon développement de l’embryon. 

Plusieurs centaines de triploïdes ont été créés en Corse et sont en cours d’évaluation au 

Maroc et en Corse. Ces arbres sont encore jeunes et n’ont pas encore fructifiés. Cependant, la 

diversité morphologique des arbres semble beaucoup plus importante que celle observée chez les 

triploïdes issus des croisements 2x x 2x. 

 

Ségrégation des hybrides somatiques 

Comme nous venons de le voir, de nombreux hybrides somatiques entrent aujourd’hui dans 

les schémas de création de triploïdes. Ces hybrides peuvent être intra ou inter-spécifique, voire 

même intergénérique. La constitution des gamètes produits par les hybrides somatiques 

tétraploïdes dépend du mode d’association des chromosomes à la méiose. La principale 

différence avec des autotétraploïdes ou des diploïdes doublés réside dans la possibilité d’avoir 

quatre allèles différents pour un même locus. Ainsi, les gamètes diploïdes peuvent présenter une 

très forte hétérozygotie, y compris dans le cadre d’une méiose de type tétrasomique. Afin de 

mieux appréhender la structure des gamètes diploïdes issus d’hybrides somatiques, nous avons 

étudié la méiose et la ségrégation alléliques d’un hybride interspécifique entre mandarinier 

"Willow Leaf" et citronnier "Eureka" et d’un hybride intergénérique mandarinier "Willow Leaf" 

et Poncirus trifoliata.   

L'analyse cytogénétique de la méiose des deux hybrides somatiques est caractérisée par la 

présence d’une majorité de bivalents suivis des tétravalents, monovalents et trivalents (Figure 

16). Ce résultat est en accord avec ceux observés précédemment chez trois hybrides somatiques 

interspécifiques Citrus sinensis "Hamlin" + Citrus jambhiri "Rough"; Citrus aurantifolia "Key" + 

Citrus sinensis "Valencia" (Chen et al. 2004) et Citrus limon "Femminello" + Citrus sinensis 

"Valencia" (Del Bosco et al. 1999). 

L’étude de la ségrégation allèlique a été réalisée à l’aide de marqueurs de type SSR sur 

deux populations en ségrégation issues des croisements entre les deux hybrides somatiques et le 

pamplemoussier Citrus maxima "Chandler". La ségrégation a été évaluée suivant la méthode 

développée par Stift et al. (2008) basée sur un modèle de calcul du maximum de vraisemblance 

tenant compte des différents modèles de ségrégation possibles (disomique, tétrasomique et 

intermédiaire). Sur les dix-sept loci étudiés, l’hybride somatique mandarinier "Willow Leaf" + 
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citronnier "Eureka" présente une ségrégation tétrasomique pour neuf loci. Le taux de gamètes 

formés par appariement aléatoire est compris entre 0.58 et 0.95. Le calcul de vraisemblance du 

scénario le plus proche des résultats observés ne montre pas de différence significative avec une 

ségrégation tétrasomique (p>0.05). Pour les huit loci restant, la ségrégation observée est 

intermédiaire. En effet, le taux de gamètes formés par appariement aléatoire est compris entre 

0.24 et 0.76. Le calcul de vraisemblance du scénario le plus proche des résultats observés montre 

des différences significatives avec une ségrégation tétrasomique (p<0.05) (Tableau 3). De plus, 

les appariements préférentiels ont lieu entre chromosomes homéologues. Ce type d’appariement 

est possible lorsque les chromosomes présentent un certain degré d’homologie. Cela a déjà été 

observé sur des hybrides interpécifiques sexuellement compatibles (Ramsey et Schemske 2002; 

Stift et al. 2008). Les origines génétiques complexes du citronnier peuvent également expliquer 

cette proportion élevée d’appariements homéologues. En effet, le citronnier serait un hybride 

entre cédratier et bigaradier, lui-même hybride de mandarinier et pamplemoussier. 

L’hybride somatique mandarinier "Willow Leaf" + Poncirus trifoliata présente, sur les 

treize premiers loci étudiés, une ségrégation tétrasomique pour deux loci. Pour les onze autres 

loci, la ségrégation observée est intermédiaire. Le taux de gamètes formés par appariement 

aléatoire est compris entre 0.11 et 0.45. Le calcul de vraisemblance du scénario le plus proche des 

résultats observés montre des différences hautement significatives avec une ségrégation 

tétrasomique (p<0.05) (Tableau 4). Les appariements ont lieu préférentiellement entre 

chromosomes homologues pour l’ensemble des marqueurs étudiés. 

Lorsque l’on compare les taux de gamètes formés par appariement aléatoire entre les deux 

hybrides somatiques, on observe qu’ils sont plus élevés au niveau interspécifique qu’au niveau 

intergénérique. Ainsi, avec l’augmentation de la distance génétique, la proportion de gamètes 

formés par appariement aléatoire diminue. Ce travail est en cours de finalisation par M. Kamiri. 

L’objectif est d’avoir au moins deux à trois marqueurs par groupe de liaison afin de valider nos 

résultats pour chacun des groupes.  

Ce résultat est en accord avec la biologie de la reproduction des agrumes car même si l’on 

parle d’espèces ou de genres différents, les Citrus sp. et les Poncirus sont sexuellement 

compatibles et donnent des descendances fertiles. 

Une ségrégation de type tétrasomique entraîne donc une diversité inter-gamétique 

considérable. Ainsi, lors d’une hybridation entre un parent femelle et un hybride somatique 
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(addition des génomes nucléaires de deux parents) pour un locus donné présentant six allèles 

différents entre les trois parents, le nombre de combinaisons alléliques potentielles maximales 

chez l’hybride triploïde varie entre douze (six combinaisons x deux gamètes haploïdes femelles) 

et vingt (dix combinaisons x deux gamètes haploïdes femelles dont quatre combinaisons 

provenant de doubles réductions lors de la formation de tétravalents (Wu et al. 2001)). En cas de 

disomie, pour un locus donné, le nombre de combinaisons alléliques n’aurait été que de huit 

(quatre combinaisons x deux gamètes haploïdes femelles).  

En terme de sélection, cela signifie que la variabilité phénotypique théorique sera très 

grande dans ces populations de triploïdes. Cette prédiction est confirmée par les importantes 

différences phénotypiques observées au champ au sein d’une population triploïde 2x x 4x 

(hybride somatique). Cette méthode est donc intéressante pour créer de nouveaux phénotypes 

mais beaucoup moins si l’on veut se rapprocher des phénotypes parentaux. 

 

4x x 2x :  

Longtemps, peu de génotypes monoembryonnés tétraploïdes ont été disponibles, limitant 

ainsi fortement le sens de ce croisement. Un premier hybride "Temple" x "Dancy" 4x, obtenu 

dans les années 60 à Riverside (Californie), a permis la création de nombreux triploïdes, 

aujourd’hui entrés dans les schémas de sélection. Les croisements entre une femelle tétraploïde et 

un mâle diploïde engendrent généralement de meilleurs résultats que les hybridations 2x x 2x et 

2x x 4x (Aleza et al. 2009; Cameron et Burnett 1978; Esen et al. 1978; Navarro et al. 2002). Les 

embryons sont généralement mieux développés et quasi systématiquement triploïdes (Cameron et 

Frost 1968; Soost et Cameron 1975). Le ratio de ploïdie 3:5, entre l'embryon et l'endosperme 

obtenu avec les croisements 4x x 2x, semble plus approprié pour le développement des semences 

que le ratio 3:4, obtenu en hybridation 2x x 4x, en raison de l'avortement d'embryons au cours de 

leur développement (Esen et Soost 1973; Esen et al. 1978). Ces résultats donnent tout leur sens 

au développement récent de géniteurs tétraploïdes monoembryonnés. Ainsi, l’utilisation d’agents 

mitoclasiques, tels que la colchicine, a permis d’obtenir des variétés monoembryonnées doublées. 

Ainsi, Aleza et al. (2009) ont été les premiers à utiliser le clémentinier 4x dans les croisements 4x 

x 2x. Ils ont obtenu 3250 triploïdes en trois ans (Aleza et al. 2009).  

Jusqu’à présent, les hybrides somatiques ont été utilisés comme géniteurs mâles car ils sont 

considérés comme polyembryonnés. En effet, pour la création d’hybrides somatiques, l’un des 
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parents est issu d’un cal embryogène obtenu à partir de cultivars polyembryonnés. La 

polyembryonnie étant dominante, les hybrides somatiques sont considérés comme étant 

polyembryonnés. Actuellement, nous étudions la transmission de la polyembryonnie et du taux 

de zygotes dans un schéma diallèle (non complet) et dans un test cross d’hybrides somatiques. 

Les premiers résultats tendent à montrer que deux parents polyembryonnés pourraient donner un 

hybride somatique quasiment monoembryonné (Rossi, Kamiri, en cours). Le taux de zygotes 

dans les différents semis issus des hybrides somatiques est actuellement en cours d’étude. Si ce 

résultat se confirmait, nous pourrions alors utiliser ces hybrides somatiques en tant que géniteurs 

femelles. Ce schéma de croisement 4x x 2x a déjà débouché sur la sélection de trois variétés 

protégées, "Shasta Gold", "Tahoe Gold", "Yosemite Gold" 

(http://cesandiego.ucdavis.edu/files/16892.pdf), qui sont aujourd’hui proposées à la profession.  

 

3.6.3.3. L’hybridation somatique haploïde + diploïde 

L’hybridation somatique entre protoplastes diploïdes et haploïdes est une méthode originale 

pour créer du matériel végétal triploïde. Les premiers triploïdes produits par hybridation 

somatique ont été obtenus entre Nicotiana glutinosa (haploïde) et N. tabacum (diploïde) (Pirrie et 

Power 1986) et entre Lycopersicon esculentum (diploïde) et Solanum tuberosum (haploïde) 

(Schoenmakers et al. 1993).  

Cette méthode, permet donc de créer directement par fusion de protoplastes, des hybrides 

triploïdes en conservant l’intégralité de la constitution génétique des cultivars diploïdes 

présélectionnés. Chez les agrumes, des fusions ont été réalisées entre une lignée de cals 

embryogènes haploïdes de clémentinier, obtenue par gynogenèse induite (Ollitrault et al. 1996a) 

et plusieurs lignées de cals ou des protoplastes de mésophylles diploïdes. Chaque combinaison a 

donné de nombreux hybrides triploïdes (Ollitrault et al. 1998b, 2000c). Ainsi, un génome 

haploïde a pu être additionné à de nombreux génomes diploïdes sélectionnés pour leur qualité 

organoleptique (Ollitrault et al. 2000c). Des tétraploïdes, des pentaploïdes et aneuploïdes ont 

également été régénérés par cette méthode. Ces variations importantes de ploïdie proviennent de 

l’instabilité du génome haploïde. L’analyse à l’aide de marqueurs moléculaires a mis en évidence 

que ces variations de ploïdie sont dues à l’hétérogénéité des cals haploïdes qui contiennent 

également des cellules diploïdes et triploïdes. Cette technique est limitée par la difficulté à 

obtenir des plantes ou des cals haploïdes chez les agrumes. L’hybridation gaméto-somatique 
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pourrait être une alternative pour contourner les haplométhodes. Elle a été développée avec 

succès chez Nicotiana et Petunia pour la création directe de triploïdes (Lee et Power 1988; Pirrie 

et Power 1986). Chez les agrumes, les premiers essais réalisés se sont avérés peu concluants. 

Cette technique nécessite l’obtention en masse de protoplastes issus de microspores, ce qui 

malheureusement, n’a pu être réalisé.  

 

3.7. Conclusions et perspectives 

 

Avec le développement des outils de biotechnologie, la création de ressources biologiques 

originales a été très riche ces dix dernières années. Des haploïdes, des triploïdes de différentes 

constitutions génétiques, des diploïdes doublés, des hybrides somatiques et un panel de cybrides 

ont été obtenus.   

Dans le domaine de la création et de la sélection variétale, plusieurs milliers de triploïdes 

ont été créés et plantés. A partir des premiers hybrides obtenus au milieu des années 90, trois 

hybrides triploïdes de clémentinier x mandarinier ont été présélectionnés. Une demande de COV 

pour un premier hybride vient d’être enregistrée.  

Fin 2010, plus d’un millier devraient produire des fruits et entrer en phase de sélection. La 

teneur en sucres, en acides et en jus sont des composantes importantes de la qualité des fruits qui 

évoluent au cours de la maturation. Le phénotypage de la qualité est basé sur des analyses 

régulières des solides solubles totaux (appelés plus couramment TSS (total soluble solids)), de 

l’acidité titrable et de la teneur en jus. Ces techniques traditionnelles d’évaluation de la qualité 

des fruits sont particulièrement longues et fastidieuses et demandent de grandes quantités de 

fruits. La spectroscopie proche infrarouge (SPIR) est une technologie éprouvée pour l'évaluation 

de la qualité de manière non destructive de produits agro-alimentaires, y compris chez les 

agrumes. La SPIR a été utilisé pour la mesure des teneurs en solides solubles, de la matière sèche 

et la teneur en sucre, l'acidité et la fermeté des fruits de mandariniers "Satsuma" et d’orangers 

(Gómez et al. 2006; Walsh et al. 2004), avec des applications commerciales dans les stations de 

conditionnement au Japon depuis le milieu des années 1990 (Kawano 1994). En plus du 

développement d'applications quantitatives et qualitatives, des travaux récents sur le café ont 

suggéré que le spectre proche infrarouge peut être lui-même considéré comme un caractère 

phénotypique sous contrôle du génotype et de l’influence de l'environnement (Posada et al. 
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2008). L'héritabilité a été calculée pour des longueurs d'onde individuelle. De plus, l’emploi de la 

SPIR offre la possibilité d'utiliser le spectre pour déterminer les relations phénotypiques entre les 

parents et de larges populations d’hybrides issus des programmes d'amélioration. Nous avons 

récemment déposé un projet Agropolis en partenariat avec Qualisud qui a été retenu. Les 

premiers essais de calibration devraient commencer en octobre avec le démarrage de la campagne 

de récolte 2010-2011. 

Les avancées prochaines dans le domaine du phénotypage ainsi que dans la caractérisation 

génétique des différentes populations de triploïdes devraient nous permettre de comparer les 

structures génétiques et phénotypiques des populations triploïdes obtenues suivant les diverses 

méthodes, ce qui constitue un objectif important pour ces prochaines années. 

 

La quasi-totalité des variétés de mandariniers (dont le clémentinier) cultivés dans le bassin 

méditerranéen sont auto-incompatibles. Elles donnent des fruits sans pépins lorsqu’elles sont 

cultivées en bloc monoclonal. L’auto-incompatibilité revêt donc un caractère économique et 

qualitatif particulièrement important. Plus de 50% des angiospermes hermaphrodites ont 

développé des mécanismes d’auto-incompabibilité (AI). L’AI empêche l’autofécondation chez 

les espèces hermaphrodites et la reproduction entre espèces apparentées, limitant ainsi les effets 

délétères de la consanguinité. L’incompatibilité est souvent déterminée par un locus majeur 

complexe, multi-allélique, le locus S. Les déterminants polliniques et stigmatiques de la réaction 

d’incompatibilité qui ont été identifiés à ce jour dans quelques familles botaniques sont de 

natures différentes. D'une manière générale, trois types de mécanismes d’AI existent au niveau de 

leurs éléments distinctifs, le S-locus : l'AI sporophytique chez les Brassicaceae, l'AI 

gamétophytique chez les Papaveraceae, et l'AI gamétophytique basé sur un système S-

ribonucléase (S-RNase) chez les  Solanaceae, Rosaceae, et Plantaginaceae (pour revues Zhang et 

al, 2009). Ces résultats suggèrent fortement que différents mécanismes moléculaires conduisant à 

l’AI sont apparus de façon indépendante au cours de l'évolution des plantes à fleurs. 

Chez les agrumes, comme nous l’avons vu, les mécanismes conduisant à cette auto-

incompatibilité ne sont pas connus. Une meilleure connaissance devrait permettre de sélectionner 

précocement ce caractère. 

Les premiers résultats de croisements contrôlés et d’autofécondations nous laissent penser que 

l’auto-incompatibilité gamétophytique chez les agrumes serait contrôlée par un locus S 
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comprenant au moins 2 gènes liés. Un premier modèle empirique a été établi permettant 

d’attribuer des allèles d’auto-incompatibilité à différents mandariniers, oranger, pomélo et 

tangélo. Actuellement, 4 allèles différents ont été identifiés. Ce modèle devra être validé. 

A partir des populations recombinantes, nous souhaitons identifier les zones susceptibles de 

contenir le ou les gènes impliqués dans l’auto-incompatibilité. Un travail de phénotypage de 

l’auto-incompatibilité vient de démarrer en ce mois de mai 2010 sur une population en 

ségrégation. Il consistera à évaluer la fertilité pollinique ainsi que l’auto-incompatibilité. A terme, 

l’objectif sera de localiser un/des QTL d’auto-incompatibilité, d’identifier des gènes impliqués 

dans ce processus et de comprendre les mécanismes fonctionnels de l’auto-incompatibilité. Ce 

travail pourrait faire l’objet d’une thèse. 
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4. EXPRESSION GENOMIQUE ET PHENOTYPIQUE CHEZ LES 

AGRUMES POLYPLOÏDES ET LES CYBRIDES  

 

Comme nous venons de le voir, l’hybridation somatique est au cœur de notre projet 

d’amélioration des agrumes. De ce travail résulte des génotypes originaux tant par leur structure 

nucléaire que par les nouvelles associations entre génomes nucléaires et cytoplasmiques. Cette 

stratégie de manipulation des différents génomes soulève de nouvelles questions de recherche sur 

l’expression phénotypique et génomique chez des hybrides somatiques diploïdes et tétraploïdes. 

Les objectifs de l’équipe ont été de (1) déterminer l’impact des interactions nucléo-

cytoplasmiques sur le phénotype des cybrides et plus particulièrement sur les critères de qualité 

des fruits, (2) d’analyser la transmission des caractères phénotypiques et transcriptomiques dans 

un contexte tétraploïde interspécifique.  

 

4.1. Les cybrides 

 

4.1.1. Les interactions nucléo-cytoplasmiques  

Au sein du règne végétal, la majeure partie de l’information génétique est contenue dans le 

noyau, mais une petite partie est également répartie dans les organites cytoplasmiques : les 

chloroplastes et les mitochondries. Ces organites, qui interagissent avec le génome nucléaire, sont 

indispensables au bon fonctionnement de la cellule et de la plante entière (Zubko et al. 2001). 

Toutefois, ces interactions nucléo-cytoplasmiques restent peu connues chez les plantes 

supérieures (Atienza et al. 2007; Babiychuk et al. 1995; Hanson 1991).   

 

4.1.1.1. Les interactions noyau-mitochondrie 

La stérilité mâle cytoplasmique (CMS), très utile dans les programmes d'amélioration chez 

de nombreuses espèces (Atienza et al. 2007), est probablement le caractère le plus important lié à 

l'incompatibilité nucléo-mitochondriale. Ce caractère est généralement hérité de façon 

maternelle, c’est-à-dire lié au cytoplasme, et est déterminé par des gènes mitochondriaux. La 

CMS affecte les organes reproducteurs mâles provoquant des disfonctionnements comme le 
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développement anormal de certains organes floraux, l'absence d'étamines, la production de 

pollens non viables (Pelletier et Budar 2007).  

La modification du génome mitochondrial peut aussi se traduire par la formation de mutants 

respiratoires qui se manifestent par des phénotypes embryonnaires létaux ou alors par des plants 

chlorosés, qui généralement ne survivent pas (Newton et al. 2004). Ces altérations au niveau de 

l'ADN mitochondrial provoquent une modification de l'expression de certains gènes nucléaires 

contribuant ainsi à la modification du phénotype (Carlsson et al. 2008). En effet, les études 

moléculaires sur les mutations et les modifications du génome mitochondrial ont montré que 

l'expression de certains gènes nucléaires, comme ceux codant pour des oxydases secondaires et 

des protéines de réponse aux chocs thermiques, était affectée (Rhoads et Subbaiah 2007). Ce 

phénomène de régulation de l'expression des gènes nucléaires par le génome mitochondrial a été 

appelé "retrograde signalling" (Butow et Avadhani 2004; Liu et Butow 2006; Rhoads et Subbaiah 

2007).  

 

4.1.1.2. Les interactions noyau-chloroplaste 

Les interactions noyau-chloroplaste ont été étudiées chez des hybrides inter-spécifiques et 

des cybrides de différentes espèces. Ces études ont montré que le génome chloroplastique d'une 

espèce peut être fonctionnellement incompatible avec le génome nucléaire de certaines autres 

espèces (Zubko et al. 2002). L'incompatibilité entre le génome nucléaire et le plastome, chez ces 

hybrides, empêche la différenciation complète des chloroplastes, se traduisant par une déficience 

en chlorophylle, virescence ou panachure (Stubbe et Steiner 1999; Yao et Cohen 2000; Zubko et 

al. 2001). L'incompatibilité peut également se manifester par la formation de grains de pollen 

majoritairement inaptes à la germination (Stubbe et Steiner 1999). Les incompatibilités génome 

nucléaire-plastome ont également été observées dans des croisements inter-spécifiques, chez 

Trifolium (Pandey et al. 1987), Pelargonium (Metzlaff et al. 1982), Impatiens (Arisumi 1985) et 

Zantedeschia (Yao et al. 1994). Toutefois, les mécanismes génétiques contrôlant cette 

incompatibilité sont encore mal compris (Yao et Cohen 2000; Zubko et al. 2002).  

 

4.1.2. L’interaction nucléo-cytoplasmique chez les cybrides d'agrumes 

Les agrumes constituent l'un des rares modèles de ligneux pérennes permettant d’étudier les 

interactions nucléo-cytoplasmiques. La création de cybrides a pour objectif principal de modifier 
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certains caractères d’intérêt agronomique liés aux génomes cytoplasmiques ou à l’interaction 

nucléo-cytoplasmique.  

 

4.1.2.1. La stérilité mâle cytoplasmique 

Chez les plantes, le problème le plus répandu, lié aux interactions nucléo-mitochondriales, 

est un développement floral altéré conduisant à la stérilité du gamétophyte mâle (Hanson et 

Bentolila 2004). Des cybrides combinant différents noyaux de variétés intéressantes avec la 

mitochondrie du mandarinier "Satsuma", identifié comme possédant une stérilité mâle 

cytoplasmique par Yamamoto et al. (1997), ont été récemment produits (Cai et al. 2007; Guo et 

al. 2004a). Ces cybrides devraient entrer bientôt en fructification, ce qui permettra d’établir si les 

nouvelles interactions nucléo-mitochondriales engendrent l'obtention de cultivars aspermes sans 

altération de la qualité organoleptique des fruits (Ollitrault et al. 2007b).  

 

4.1.2.2. La résistance aux maladies 

Tusa et al. (2000) ont évalué la résistance au "mal secco" de cybrides de citronnier 

"Femminello" (parent sensible) possédant le cytoplasme d’oranger (parent tolérant). La faible 

mortalité observée après inoculation avec des souches de Phoma tracheiphila, suggère que des 

mécanismes spécifiques de tolérance au "mal secco" pourraient être activés par l’interaction 

nucléo-cytoplamique chez ces nouveaux génotypes (Tusa et al. 2000).  

 

4.1.2.3. La modification phénotypique 

Au CREC en Floride, de nombreux cybrides d’orangers possédant le cytoplasme de 

mandariniers sont en phase d’évaluation agronomique. L’observation de ces cybrides a mis en 

évidence des variations pour des caractères importants comme la date de maturité et le nombre de 

pépins (Grosser et al. 2000). Nos résultats sur des cybrides similaires et sur ces mêmes caractères 

sont identiques. Il est cependant impossible pour l’heure de distinguer si ces modifications 

phénotypiques proviennent de cette nouvelle interaction nucléo-cytoplasmique ou de mutations 

somaclonales induites par le passage en culture in vitro. Le phénotypage a porté sur la pomologie, 

la morphologie foliaire, le système de reproduction, sur la qualité des fruits et les composés 

d’arômes dans les feuilles. Pour ces derniers, deux cybrides entre le mandarinier "Willow Leaf" 

et le kumquat "Nagami" ont été étudiés, l'un possédant le noyau du kumquat et les organites 
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chloroplastiques et mitochondriaux du mandarinier et l'autre le noyau et les chloroplastes du 

kumquat avec les mitochondries du mandarinier. Des différences quantitatives dans la 

composition totale de certains composés aromatiques des feuilles des cybrides ont été observées 

avec une augmentation de 4 à 21 % (Fanciullino et al. 2005). Seul le premier cybride, avec le 

cytoplasme complet du mandarinier, a synthétisé plus de monoterpènes, de sesquiterpènes 

hydrocarbonés et d'alcools sesquiterpèniques comparé au parent kumquat. Cette surproduction est 

probablement liée à l'interaction noyau kumquat-chloroplaste mandarinier (Fanciullino et al. 

2005). Un cybride "WLM + EUR" 2x entre mandarinier "Willow Leaf" et citronnier "Eureka" a 

été particulièrement étudié au cours de la thèse de Jean-Baptiste Bassène (2009). Ce cybride, 

d’un point de vue génétique, ne diffère du citronnier que par ses mitochondries de mandarinier. Il 

a été choisi car les parents citronnier et mandarinier présentent une différenciation phénotypique 

importante au niveau foliaire, floral, mais aussi sur des caractéristiques externes et internes du 

fruit. L'observation des caractères morphologiques, ne présente quasiment pas de différences 

significatives entre le citronnier et "WLM + EUR" 2x. Ainsi, la substitution de la mitochondrie 

du citronnier par celle du mandarinier n'aurait pas d'effet notable sur l'élaboration des caractères 

phénotypiques liés aux feuilles, aux fleurs et aux fruits. Il est également intéressant de noter que 

le taux de germination pollinique du cybride est similaire à celui du citronnier, 2,3 et 1,4 % 

respectivement, tandis que le mandarinier présente un taux de germination très nettement 

supérieur (73,7 %). La nouvelle interaction nucléo-mitochondriale n'a donc pas permis de 

restaurer la fertilité du citronnier. En effet, cette dernière serait d'origine nucléaire de type 

asynapsie et inductible par l'environnement (Pereau-Leroy 1951). Les seules différences 

significatives entre le cybride et le citronnier ont pu être observées pour le nombre d'étamines et 

l'épaisseur du limbe. Ces différences peuvent être liée aux interactions entre les génomes. En 

effet, les interactions nucléo-mitochondriales sont connues pour être à l'origine de variations 

phénotypiques chez différents cybrides, notamment pour leurs organes floraux (Farbos et al. 

2001; Linke et al. 2003; Pelletier et Budar 2007; Teixeira et al. 2005). Le développement des 

fleurs ne dépend pas seulement de l'action d'un ensemble de gènes nucléaires, mais aussi d'une 

coordination avec l'action de la mitochondrie (Carlsson et al. 2008). La mitochondrie du 

mandarinier, génotype caractérisé par un faible nombre d'étamines, a probablement régulé 

l’expression de certains gènes nucléaires, conduisant à un nombre d’étamines significativement 

inférieur à celui du  citronnier et intermédiaire aux deux parents. La différenciation observée au 
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niveau de l'épaisseur du limbe chez le cybride, épaisseur intermédiaire à celle des feuilles du 

citronnier et du mandarinier, peut être également associée à l'interaction entre le noyau et la 

mitochondrie. En revanche, le cybride présente un développement de son système végétatif tout à 

fait similaire au citronnier. Cela n’est pas le cas chez les cybrides de Brassica. En effet, Malik et 

al. (1999) et Leino et al. (2003) ont observé une réduction du développement végétatif lié aux 

interactions nucléo-mitochondriales chez des cybrides de Brassica.  

L’influence de la mitochondrie sur la qualité du fruit a été également étudiée sur ce cybride 

de citronnier contenant la mitochondrie de mandarinier (Figure 17) (Bassene et al. 2008). Les 

variations qualitatives et quantitatives de l’acidité titrable et des différents composés : sucres, 

acides et caroténoïdes ont été analysées dans la pulpe des fruits du cybride au cours de la phase 

III de développement des fruits ainsi que chez les deux parents. Ce nouvel assemblage génétique 

semble affecter la composition de certains composants impliqués dans la qualité des fruits. En 

effet, au niveau de l’acidité titrable, le cybride présente un profil de citron renforcé, avec 0,94 

meq g
-1

 PF contre 0,8 meq g
-1

 PF pour le citronnier. Ce résultat suggère que chez le citronnier, le 

changement des mitochondries par celle du mandarinier a eu un effet sur l'acidité. Dans le jus de 

citron, l'acidité titrable est connue pour être en grande partie due à l'acide citrique (Albertini et al. 

2006), qui est l'acide organique majeur au stade de maturité. Ce résultat se retrouve également 

chez le cybride qui affiche des niveaux d'acide citrique plus élevés que le citronnier "Eureka". Le 

cycle de l'acide citrique se déroule dans la matrice des mitochondries des cellules à jus (Tucker 

1993). Ainsi, la mitochondrie de mandarinier semble avoir augmenté la capacité du citronnier à 

produire des niveaux élevés d'acide citrique. Chez un mutant mitochondrial de Nicotiana 

sylvestris, Noctor et al. (2004) ont également observé une surproduction d'acide citrique en 

liaison avec la modification mitochondriale. Nous pouvons donc supposer que les nouvelles 

mitochondries sont la cause de la surproduction d'acides organiques dans la pulpe de fruit des 

cybrides. Toutefois, il est important de noter que lors de la phase d’hybridation somatique, le 

processus de régénération par embryogenèse somatique peut également induire des variations 

génétiques pouvant être responsables de changements phénotypiques mineurs (Orbovi et al. 

2008).  

La faiblesse des modifications entraînées au niveau phénotypique par la nouvelle 

interaction entre le génome nucléaire de citronnier et la mitochondrie du mandarinier, pourrait 

s'expliquer par une distance génétique entre les deux parents relativement faible. En effet, le 
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citronnier et le mandarinier, bien qu’appartenant à deux espèces différentes d’un point de vue 

botanique, sont sexuellement compatibles. Le génome nucléaire du citronnier, renferme par 

ailleurs une proportion importante d’allèles provenant du pool des mandariniers (Nicolosi et al. 

2000). Les modifications phénotypiques les plus marquantes, sont généralement observées lors 

d'une relative incompatibilité entre les génomes nucléaires et mitochondriaux (Allen 2005; 

Hanson 1991). Cette incompatibilité pouvant apparaître suite à la formation de cybrides, entre des 

génotypes relativement éloignés (Allen 2005; Atienza et al. 2007; Hanson 1991), ou alors avec 

des réarrangements et/ou mutations cytoplasmiques (Allen 2005; Leino et al. 2003).  

 

4.1.2.4. Analyse des variations du transcriptome entre le cybride "WLM + EUR" et le 

citronnier 

Afin d’étudier les effets moléculaires associés à la nouvelle interaction nucléo-

mitochondriale, la variation de l'expression globale des gènes entre "WLM + EUR" 2x et le 

citronnier "Eureka" a été analysée à l'aide des microarrays développés à l’IVIA dans le cadre du 

projet de génomique fonctionnelle des agrumes (CFGP; 

http://bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB/) ((Bassene 2009), Bassene et al., en cours). 

L'analyse des profils d'expression des gènes à l'aide de microarrays a mis en évidence l'existence 

de modifications transcriptionnelles induites par la substitution de la mitochondrie du citronnier 

"Eureka" par celle du mandarinier "Willow Leaf". En effet, environ 2,5 % des 21081 gènes 

analysés montrent une modification de leur profil d'expression chez "WLM + EUR" 2x comparé 

au parent citronnier. Parmi les 519 gènes différentiellement exprimés, 480 sont surexprimés chez 

le cybride tandis que les 39 autres sont réprimés. Parmi les gènes surexprimés, les deux 

catégories fonctionnelles les plus représentées correspondent aux gènes codant pour des protéines 

potentiellement impliquées dans le métabolisme (32%) et le métabolisme protéique (14%). Les 

catégories fonctionnelles correspondant aux gènes codant pour des protéines potentiellement 

impliquées dans la "réponse au stress" (9%), le "transport" (7%), l'"organisation cellulaire" (7%), 

le "développement" (4%), la "transcription" (5%) et l'"énergie" (4%), sont moyennement 

représentées. Quand aux gènes réprimés, les deux catégories les plus représentées sont le 

"métabolisme des protéines" (6 gènes) et la "réponse au stress" (5 gènes) (Figure 18). 

Ce résultat montre que la présence de la mitochondrie du mandarinier chez le cybride influence 

l'expression d'un certain nombre de gènes nucléaires comme observé chez des alloplastes de 
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Gossypium hirsutum (Zhang et al. 2008) et Brassica napus (Carlsson et al. 2007). Cette 

régulation de l'expression des gènes nucléaires par le génome mitochondrial, appelé "retrograde 

signalling" (Butow et Avadhani 2004; Liu et Butow 2006; Rhoads et Subbaiah 2007), permet aux 

organelles de coordonner leur fonctionnement avec le noyau (Rhoads et Subbaiah 2007; 

Woodson et Chory 2008). La classification fonctionnelle des gènes, différentiellement exprimés, 

montre que la majorité d'entre eux interviennent principalement dans le métabolisme des 

protéines. Les analyses protéomiques et génomiques sur la localisation de séquences protéiques 

indiquent que les organelles pourraient contenir jusqu'à plusieurs milliers de protéines différentes. 

Toutefois, la majorité de ces protéines (93-99 %) sont codées dans le noyau, synthétisées dans le 

cytoplasme puis importées dans les organelles (Woodson et Chory 2008). Ceci peut expliquer le 

fait que la nouvelle interaction nucléo-mitochondriale provoque une modification des profils 

d'expression des gènes nucléaires intervenants dans le métabolisme des protéines en vue d'assurer 

le meilleur équilibre physiologique. Ainsi, certains gènes sont donc surexprimés pendant que 

d'autres sont réprimés en fonction de l'information reçue depuis la mitochondrie. Les gènes 

susceptibles d'intervenir dans la réponse au stress, sont également bien représentés parmi les 

gènes modulés. Certains de ces gènes destinés à réguler le niveau redox (glutathion transferases, 

catalases, ascorbate peroxydases, SOD) sont modulés chez le cybride. 

Cette étude montre que, même si quasiment aucune modification phénotypique n’a été 

décrite au niveau des feuilles du cybride comparées à celles du citronnier, nous observons 

toutefois d'importantes modifications du transcriptome. Ces modifications jouent probablement 

un rôle dans la nouvelle construction cellulaire afin de pouvoir trouver une nouvelle homéostasie.  

 

4.1.3. Conclusions et perspectives 

Le travail sur le cybride ("WLM + EUR" 2x) a montré que la floraison n’était pas affectée 

par la nouvelle interaction nucléo-mitochondriale. En revanche, cette étude a permis de mettre à 

jour une surproduction d'acide citrique dans la pulpe des fruits comparée aux parents (Bassene et 

al. 2008). Une surproduction d'acide citrique en liaison avec une modification mitochondriale a 

été observée par Noctor et al. (2004) chez un mutant mitochondrial de Nicotiana sylvestris 

produisant plus de citrate et de malate que les non mutants. Ils en ont conclu que l'état redox de la 

mitochondrie a son importance dans la synthèse de ces métabolites primaires. Chez le mutant 

mitochondrial de Nicotiana sylvestris (CMS), Dutilleul et al. (2003) ont observé une 
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surexpression de gènes impliqués dans la réponse au stress oxydatif : oxydase alternative (AOX), 

ascorbate peroxydase et superoxyde dismutase; l'induction de l'expression de catalases à la 

lumière; et aussi une forte activité NAD(P)H déhydrogénase, suggérant une augmentation de 

l'expression des gènes codant pour cette enzyme. L'analyse microarray du transcriptome de 

feuille de "WLM + EUR" 2x comparée au citronnier, révèle que plusieurs gènes susceptibles de 

coder pour des enzymes destinées à réguler le niveau redox (glutathion transferases, catalases, 

ascorbate peroxydases, SOD) sont modulés chez le cybride. De même, plusieurs gènes pouvant 

intervenir dans les voies métaboliques des sucres, des acides organiques ainsi que dans la 

photosynthèse, sont modulés (Bassene 2009).  

Le métabolisme des sucres et des acides débute par la formation du saccharose produit dans 

les cellules du mésophylle puis exporté vers le phloème et transporté jusqu'aux organes non 

photosynthétiques comme les fruits (Taiz et Zeiger 1998). L'analyse du transcriptome des feuilles 

de "WLM + EUR" 2x montre une surexpression de gènes nucléaires impliqués dans le cycle de 

Calvin (ribulose-bisphosphate carboxylase/oxygenase, ribulose-phosphate 3-epimerase, 

transketolase, fructose-bisphosphate aldolase) producteur des trioses phosphates à partir desquels 

est synthétisé le saccharose. Nous pouvons émettre l'hypothèse qu'un approvisionnement plus 

important en saccharose des fruits du cybride pourrait être compensé par une glycolyse plus 

importante, maintenant des teneurs en sucres similaires au citronnier et conduisant aux teneurs 

plus élevées en acide citrique. En effet, dans le cytoplasme des cellules des sacs à jus, le 

saccharose est hydrolysé en glucose et fructose. Ces derniers, via la glycolyse, donne du pyruvate 

et du phosphoenolpuryvate servant de précurseur à la synthèse des acides organiques, notamment 

l'acide citrique, dans les matrices mitochondriales des cellules à jus à travers le cycle de Krebs 

(Sinclair 1984; Tucker 1993).  

De plus, plusieurs auteurs ont montré que le saccharose stimule la synthèse et 

l’accumulation des caroténoïdes avec une surexpression du gène PSY1 codant pour la phytoène 

synthase (Iglesias et al. 2001; Télef et al. 2006). D’après Carol et Kuntz (2001), la synthèse des 

caroténoïdes serait pilotée par le statut rédox. Cela laisse supposer qu’une modification d’apport 

en sucres dans les fruits pourrait modifier l’expression des gènes de la voie de biosynthèse des 

caroténoïdes via une variation de la glycolyse et du statut rédox. 
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Le Cirad possède, en Corse, différentes combinaisons de cybrides. L’ensemble des cybrides 

se trouve dans une parcelle homogène dans un dispositif randomisé avec leurs parents et chacun 

sur deux porte-greffes et quatre répétitions. Plusieurs cybrides présentent seulement les 

mitochondries du mandarinier "Willow Leaf" combinées avec le reste du génome (nucléaire et 

chloroplastique) du pomelo, de l’oranger et du kumquat, en plus du citronnier "Eureka". De plus, 

deux cybrides sont issus de la combinaison du cytoplasme de mandarinier avec le génome du 

pomelo "Duncan" (jaune sans lycopène) et du pomelo "Star Ruby" (rose avec lycopène). 

Afin de valider les variations phénotypiques observées précédemment chez le cybride 

"WLM + Eur" 2x, il serait intéressant d’étudier la cinétique des sucres et acides organiques sur 

les fruits des différents cybrides disponibles, au cours de leur maturité. 

De plus, il sera intéressant de réaliser une étude phénotypique de la croissance, de la 

photosynthèse et du statut redox chez ceux-ci. L’objectif sera d’analyser la croissance des 

cybrides comparativement à leurs parents et d’étudier les variations de photosynthèse et de statut 

carboné (vitesse et durée de croissance, efficience de l’appareil photosynthétique). 

Le laboratoire de biochimie de Corté et la SRA ont mis en place un cadre d’analyse permettant 

d’étudier le stress oxydatif et l’acclimatation aux stress avec l’analyse des enzymes antioxydantes 

(catalase, superoxyde dismutase, des antioxydants primaires (ascorbate, glutathion par 

spectrométrie et tocophérols par HPLC (High Performance Liquid Chromatography)) et 

secondaires (analyses des caroténoïdes par HPLC, analyse des flavonoïdes par des mesures de 

fluorescence). 

Enfin, une étude globale du transcriptome par microarray des cybrides comparés à leurs 

parents (nucléaire) permettra d’appréhender le rôle des mitochondries ainsi que celui des 

chloroplastes dans l’expression génomique. L'analyse globale du transcriptome par microarray 

sera complétée par les études de PCR en temps réel pour plusieurs gènes susceptibles de coder 

pour des enzymes destinées à réguler le niveau redox (glutathion transférases, catalases, 

ascorbate peroxydases, superoxide dismutase (SOD)). 

 

Ce travail dont le dispositif expérimental est particulièrement innovant (substitution de 

différentes mitochondries ou de différents cytoplasmes) apportera des informations 

particulièrement intéressantes sur l’impact génomique et phénotypique des interactions nucléo-
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cytoplasmiques. Ce travail permettra de mieux appréhender l’intérêt de la cybridisation pour 

l’amélioration des agrumes. 

 

4.2 Les hybrides somatiques tétraploïdes 

 

4.2.1. Expression phénotypique et génomique chez des tétraploïdes issus d’hybridation 

somatique 

4.2.1.1. La polyploïdisation  

Il existe différents processus aboutissant à des individus polyploïdes. Généralement, on 

distingue d’un point de vue génétique les auto- et les allo-polyploïdes. Les autopolyploïdes 

résultent d’un doublement spontané ou induit du génome de base.  

Les allopolyploïdes sont des individus polyploïdes ayant un génome issu de la combinaison 

de deux à plusieurs génomes différents. Cette polyploïdisation peut être naturelle ou artificielle. 

Dans le cas d’une allopolyploïdisation naturelle, différents mécanismes peuvent intervenir lors 

des croisements sexués. En effet, il peut y avoir un doublement du lot chromosomique après un 

croisement entre espèces génétiquement éloignées (Figure 19a), une fécondation entre un ovule et 

un gamète mâle tous deux non réduits (Figure 19b) et enfin un croisement entre deux 

autotétraploïdes (Figure 19c). La polyploidisation « artificielle » est réalisée par fusion de 

protoplastes. Elle peut aboutir à des allopolyploïdes mais également à des autopolyploïdes. On 

parle également d’hybrides polyploïdes synthétiques lorsque l’on cherche à recréer une espèce 

polyploïde à partir des génomes parentaux. 

La polyploïdie est reconnue comme une composante majeure dans l’évolution des 

eucaryotes particulièrement chez les angiospermes (Soltis et Soltis 1993; Soltis et al. 2004). On 

estime que 30 à 70 % des espèces végétales sont d’origine polyploïde (Masterson 1994; Wolfe 

2001). Les études effectuées à l’aide de marqueurs moléculaires, de la GISH (hybridation 

génomique in situ) et de la cartographie génétique ont permis l’identification de nouvelles 

espèces polyploïdes et l’analyse du rôle prépondérant de la polyploïdie dans l’évolution des 

génomes des plantes supérieures (Soltis et Soltis 1993; Soltis et al. 2004). En effet, il apparaît, 

aujourd’hui, que la plupart des plantes à fleurs et peut-être même tous les eucaryotes 

possèderaient des génomes constitués de nombreux gènes redondants, lesquels seraient issus des 

phénomènes de polyploïdisation (Soltis et al. 2004). Des études récentes sur diverses espèces 
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polyploïdes ont apporté des informations sur la manière dont les génomes polyploïdes évoluent 

après leur formation, sachant que la plupart des polyploïdes sont très anciens et leurs géniteurs 

exacts méconnus (Chen 2007). Les travaux sur des polyploïdes synthétiques ont permis de voir 

que des changements génétiques et épigénétiques très importants survenaient, parfois très 

rapidement, après à la polyploïdisation (Comai 2000; Leitch et Bennett 1997). De plus, la 

polyploïdisation engendre l’apparition de phénotypes intermédiaires aux parents mais aussi de 

phénotypes tout à fait nouveaux suggérant une expression non additive des gènes. Grâce au 

développement de nouvelles technologies de biologie moléculaire (analyses microarray, 

méthylation-sensitive AFLP (MSAP), cDNA-SSCP…), il est à présent possible d’approfondir 

nos connaissances sur les mécanismes intervenant dans l’expression génomique et phénotypique 

chez les polyploïdes.  

 

4.2.1.2. Les modifications génétiques liées à la polyploïdisation 

Des modifications génétiques peuvent apparaître très rapidement après la polyploïdisation. 

Celles-ci peuvent se traduire par des réarrangements et des transpositions chromosomiques ainsi 

que par des éliminations de séquences génomiques spécifiques (Feldman et al. 1997; Tate et al. 

2006). Grâce au marquage chromosomique (FISH (Fluorescence in situ hybridization) et GISH), 

un nombre important de réarrangements chromosomiques chez des allopolyploïdes de Nicotiana 

tabacum, Avena maroccana ont pu être identifiés (Leitch et Bennett 1997; Wendel 2000). 

Toutefois, de récentes observations suggèrent que les réarrangements chromosomiques ne 

seraient pas une règle générale chez les polyploïdes car chez certains polyploïdes tels que le 

coton, aucun exemple de réarrangement n’a été observé (Hegarty et Hiscock 2008).  

 

4.2.1.3. Les modifications épigénétiques liées à la polyploïdisation  

Il est aujourd'hui démontré que le rôle des modifications épigénétiques (méthylation de 

l’ADN, modification des histones, dominance nucléolaire, éléments transposables …), n’est pas 

négligeable, concernant l’expression génétique des génomes polyploïdes (Comai 2000; Osborn et 

al. 2003).  

La régulation épigénétique de l’expression des gènes, chez les organismes polyploïdes, 

par le biais de méthylation des cytosines a fait l'objet de nombreuses études ces dernières années 

(Comai 2005; Hegarty et Hiscock 2008). Les études sur des allopolyploïdes synthétiques d’A. 
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suecica ont mis en évidence des "silencing" d’origine épigénétique portant sur 2,5 % des gènes 

(Lee et Chen 2001). La plupart de ces modifications ont été associées à des altérations de la 

méthylation des cytosines sur des sites spécifiques, ainsi qu’à des altérations de la structure de la 

chromatine (Comai 2000). Chez Spartina l’hybridation interspécifique entre S. alterniflora et S. 

maritima conduit à une modification des profils de méthylation de 30% par rapport aux profils 

parentaux (Salmon et al. 2005). Il apparaît que le reformatage épigénétique n’est pas aléatoire 

puisque des événements indépendants d’hybridation conduisent à de fortes similarités des régions 

affectées par la méthylation du génome (Adams et al. 2004; Salmon et al. 2005). 

Une autre constatation faite chez les polyploïdes néo-synthétisés, est que l'hybridation 

pourrait se traduire par l'activation généralisée des éléments transposables en raison de 

l'instabilité du nouveau génome. Nous pouvons citer en exemple l’étude de Madlung et al. (2005) 

qui utilisent des "microarrays" d'Arabidopsis couvrant une région hétérochromatique du 

chromosome 4 contenant de multiples transposons. Ils ont observé une activation de certains 

transposons chez l’allopolyploïde comparé aux parents (Madlung et al. 2005).  

L'expression des gènes dupliqués par la polyploïdie peut être variable dans différentes 

parties de la plante, ce qui indique une régulation différentielle des gènes homoéologues au cours 

du développement de celle-ci. Ce processus, connu sous le nom de "subfunctionalisation", a été 

proposé comme un mécanisme pouvant permettre aux gènes dupliqués d’être maintenus dans les 

génomes polyploïdes (Kellogg 2003). Cette ‘subfonctionalisation’ des gènes dupliqués est un 

aspect important de la polyploïdisation. Elle conférerait aux polyploïdes un avantage adaptatif 

immédiat. Elle expliquerait par ailleurs leur conservation dans une proportion relativement 

élevée. En effet, il est généralement admis qu’à partir du moment où un gène est dupliqué, il va, 

soit évoluer vers une nouvelle fonction, soit être supprimé par délétion ou formation d’un 

pseudogène. La fréquence des gènes dupliqués conservés apparaît toutefois beaucoup plus élevée 

que la probabilité pour ces mêmes gènes d’avoir acquis une nouvelle fonction avant d’être 

perdus. Rapp et Wendel (2005) proposent que la "subfonctionalisation" préserverait les gènes 

dupliqués et les garderait ainsi disponibles pour l’acquisition de nouvelles fonctions à long terme.  
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4.2.2. Expression phénotypique et génomique chez les hybrides somatiques 

tétraploïdes d’agrumes 

L'hybridation somatique permet de combiner l'ensemble des génomes nucléaires de deux 

génotypes quel que soit leur degré d'hétérozygotie et sans qu'il n’y ait de méiose. Cet outil est 

original pour la compréhension des règles de transmission des caractères phénotypiques chez les 

allopolyploïdes synthétiques. Chez les agrumes, des évaluations sont en cours pour plusieurs 

hybrides interspécifiques et intergénériques, dans le but de comprendre les mécanismes 

gouvernant cette hérédité au niveau des génomes allopolyploïdes (Grosser et Chandler 2004; 

Grosser et al. 2007; Guo et al. 2004b; Ollitrault et al. 2007b). Les premières évaluations 

agronomiques suggèrent que les hybrides somatiques sont généralement plus vigoureux que les 

diploïdes doublés. En revanche, certaines caractéristiques des hybrides somatiques semblent liées 

à la tétraploïdie. Ainsi, les hybrides somatiques allotétraploïdes et les autotétraploïdes utilisés 

comme porte-greffes confèrent généralement une croissance réduite de la variété, comparés à 

leurs parents diploïdes (Grosser et al. 2000; Lee et al. 1990). De même, des travaux réalisés par 

Grosser et al. (2007) montrent une amélioration de la tolérance aux nématodes chez les hybrides 

somatiques et les diploïdes doublés. Les résultats récemment obtenus par le Cirad (Mouhaya et 

al. Soumis; Saleh et al. 2008) sur la tolérance aux stress hydrique et salin suggèrent que l’état 

tétraploïde confère une meilleure tolérance. Il faut aussi signaler que la tolérance à la tristeza du 

Poncirus est transmise de manière dominante chez ces hybrides somatiques (Ollitrault et al. 

2000b). Il en est de même pour la tolérance aux phytophthora sp. (Grosser et al. 2000). 

 

4.2.2.1 Transmission de la morphologie foliaire, florale  

Chez un hybride somatique mandarinier + citronnier  

La comparaison du phénotype de l’hybride somatique mandarinier "Willow Leaf" x 

citronnier "Eureka" à celui de ses parents a contribué à la compréhension et à la détermination 

des phénomènes d’expression additive ou non des gènes. 

Concernant le phénotype foliaire, l’allotétraploïde ressemble au parent citronnier sur de 

nombreux caractères. En effet, les mesures effectuées sur la surface, la largeur des feuilles ainsi 

que la forme et l’épaisseur du limbe indiquent des valeurs proches voir quasi identiques à ce 

dernier (Tableau 5). Seule la longueur foliaire est intermédiaire aux parents. 
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De même, l’appareil floral de l’hybride somatique est proche du parent citronnier ou 

intermédiaire aux deux (Figure 20). On constate une dominance du citronnier en ce qui concerne 

le nombre, la longueur et la largeur des pétales. En revanche, le nombre d’étamines, le taux de 

fleurs hermaphrodites et mâles, le taux de germination du pollen et la coloration des pétales 

présentent un profil intermédiaire (Tableau 6). Ces caractéristiques phénotypiques intermédiaires 

aux géniteurs sont souvent observées chez les hybrides somatiques allotétraploïdes (Collonnier et 

al. 2003; Fock et al. 2007) et notamment chez les agrumes (Grosser et al. 2007; Grosser et al. 

1996a; Ohgawara et al. 1991). Ainsi, la morphologie des feuilles, des fleurs et d'autres organes 

sert généralement de marqueur pour l'identification des hybrides (Grosser et Gmitter 1990; Zhou 

et al. 2001). Les caractères morphologiques de "WLM + EUR" 4x, intermédiaires à ceux du 

citronnier et du mandarinier, témoignent d'une co-expression des génomes du mandarinier et du 

citronnier. Dans l'ensemble, certains caractères morphologiques affichés par "WLM + EUR" 4x 

suggèrent une expression additive des gènes. Cependant, des phénomènes de dominances ont été 

observés pour un certain nombre d'autres caractères, avec dans l'ensemble une dominance plus 

marquée des caractères du citronnier. Ces observations suggèrent une expression non additive de 

certains gènes. La dominance de l’un ou de l'autre parent, en fonction des caractères, est 

également observée chez des hybrides de Solanum et de Nicotiana. Menke et al. (1996) ont 

décrit, chez les hybrides allotétraploïdes entre Solanum pinnatisectum et S. tuberosum, des 

tubercules très similaires à ceux de S. tuberosum à l'inverse de la morphologie des feuilles, 

intermédiaire aux deux parents. De même pour les résultats de Sun et al. (2007) qui constatent 

que les hybrides allotétraploïdes entre Nicotiana glauca et N. tabacum ont des fleurs similaires à 

celles de N. tabacum.  

 

Dans un diallèle 

La description de la morphologie des feuilles (longueur, largeur et épaisseur du limbe) est 

en cours de réalisation sur un dispositif diallèle comprenant cinq parents (mandarinier commun, 

citronnier "Apireno Continella" (CAC), pomelo "Star Ruby", oranger "Shamouti" et limettier 

"Mexicain" (LM)) et neuf hybrides somatiques (absence de l’hybride CAC+LM). Tout comme 

chez l’hybride somatique mandarinier + citronnier, la majorité des hybrides somatiques 

présentent les caractéristiques phénotypiques foliaires comprises dans la gamme des parents. 

Toutefois, on peut noter que chez tous les hybrides contenant le limettier "Mexicain", la longueur 
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et la largeur du limbe sont inférieures aux deux parents (nos résultats, en cours). Ainsi, les 

hybrides polyploïdes peuvent donner naissance à des phénotypes intermédiaires aux deux 

parents, mais également à de nouveaux phénotypes au-delà de la contribution des parents, 

suggérant respectivement une expression additive et non additive des gènes (Chen 2007). Il est 

avéré, que la combinaison de deux génomes distincts peut provoquer de vastes modifications 

structurelles et fonctionnelles dont les mécanismes sont encore mal compris (Albertin et al. 2007; 

Marmagne et al. 2010). Ces modifications sont à l’origine d’hérédités non additives chez les 

plantes allopolyploïdes, et peuvent conduire à l’apparition de phénotypes nouveaux, absents chez 

les diploïdes parentaux et sortant des gammes de variabilité des espèces originelles. 

  

4.2.2.2. Transmission des déterminants de la qualité chez les agrumes 

De nombreuses études ont porté sur la transmission des déterminants de la qualité chez les 

hybrides somatiques d'agrumes. La majorité de ces travaux ont été réalisés sur les composés 

aromatiques des feuilles (Alonzo et al. 2000; Gancel et al. 2002; Gancel et al. 2003, 2005a, b) et 

des polyphénols de la pulpe des fruits (Tusa et al. 2007). Les résultats témoignent d'une 

variabilité assez importante dans le profil des hybrides comparé à celui de leurs parents. Les 

auteurs concluent généralement que l'hybridation somatique n'entraîne pas une simple addition 

des différents caractères parentaux (Gancel et al. 2003, 2005a; Tusa et al. 2007). Gancel et al. 

(2005b) mentionnent ainsi une diminution généralisée de la biosynthèse de sesquiterpénoïdes 

dans les feuilles de treize hybrides somatiques, interspécifiques et intergénériques. Des 

phénomènes de dominance ont pu être observés pour certains hybrides, tandis que pour d'autres 

aucune dominance n'a pu être établie. Ainsi, Gancel et al. (2003, 2005a) ont montré que les 

hybrides somatiques combinant le génome du mandarinier "Willow Leaf" avec ceux de la lime, 

des citronniers "Eureka" et "Lac", de l'orange douce, de pomelo, de kumquat, de Poncirus, 

exhibent un profil de composés aromatiques de feuille plus proche du mandarinier. En revanche, 

sur une autre étude portant sur les huiles essentielles de six hybrides somatiques, résultants de 

combinaisons entre le limetier, le citronnier, le cédratier, l'oranger et le pomelo, aucune 

dominance n'a été clairement observée (Gancel et al. 2005b). Les résultats sur les composés 

aromatiques du zeste du fruit sont similaires chez un hybride mandarinier + citronnier. La 

composition est plus proche de celle des fruits du mandarinier, avec toutefois un effet non 

négligeable du parent citronnier.  
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La transmission des caractères impliqués dans la qualité du fruit a été particulièrement 

étudiée chez un hybride interspécifique entre mandarinier "WillowLeaf" et citronnier "Eureka", 

appelé "WLM + EUR" 4x (Figure 21) (Bassene et al. 2009a). Cet hybride somatique montre un 

profil très proche du parent citronnier pour la synthèse des acides organiques, et proche du parent 

mandarinier pour les teneurs en fructose. Les concentrations en saccharose et en glucose de la 

pulpe des fruits de "WLM + EUR" 4x sont intermédiaires aux deux parents (Bassene et al. 

2009a). Concernant la teneur en caroténoïdes dans la pulpe du fruit, le citronnier contient très peu 

de caroténoïdes avec de très faibles teneurs en β-carotène et β-cryptoxanthine tandis que de fortes 

concentrations en β-cryptoxanthine mais également en phytoène, phytofluène, β-carotène, 

lutéine, zeaxanthine et violaxanthine sont observéees pour le mandarinier. La teneur totale des 

caroténoïdes contenue dans les sacs à jus du mandarinier est 60 fois supérieure à celle du 

citronnier. L'hybride allotétraploïde produit tous les composés de la mandarine, mais à des 

concentrations beaucoup plus faibles (~10 fois moins) (Bassene et al. 2009b). Seule l’acide 

absicique (ABA), dernier composé de la voie de biosynthèse des caroténoïdes, est produit en 

quantité supérieure aux deux parents chez l’hybride somatique. Cette surproduction d’ABA est 

une caractéristique des tétraploïdes, laissant ainsi penser qu’elle serait davantage liée à la 

tétraploïdie qu’à l’hybridation (nos résultats, Morillon, communication personnelle). Enfin, sur 

les polyphénols de la pulpe des fruits, Tusa et al. (2007) ont observé que le profil métabolique de 

l'hybride somatique entre l'oranger "Valencia" et le citronnier "Femminello" occupe une position 

intermédiaire à celle des parents, avec une légère dominance du génome du citronnier.  

Ainsi, les travaux menés sur l’hérédité des composés aromatiques des feuilles (Alonzo et al. 

2000; Gancel et al. 2002; Gancel et al. 2003, 2005a, b), des polyphénols de la pulpe (Tusa et al. 

2007), des acides organiques, des sucres et des caroténoïdes de la pulpe (Bassene et al. 2009a; 

Bassene et al. 2009b), dans le cadre de l’hybridation somatique chez les agrumes, témoignent de 

la difficulté de prédiction des profils des hybrides en fonction de celui de leurs parents. Ces 

composés ne sont pas hérités de manière additive chez l'hybride allotétraploïde et peuvent, selon 

les cas, présenter une dominance de l’un ou l’autre parent. Les différents auteurs en concluent 

que l'hybridation somatique n'est pas due à une simple addition des différents caractères 

parentaux (Bassene et al. 2009a; Bassene et al. 2009b; Gancel et al. 2003; Tusa et al. 2007). De 

tels phénomènes de dominance ont également été observés plus largement chez les hybrides 

allotétraploïdes entre Arabidopsis thaliana et A. arenosa. Ceux-ci, malgré une morphologie 
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souvent variable, sont caractérisés par leur grande ressemblance morphologique avec le parent A. 

arenosa (Comai 2000; Madlung et al. 2002). Les auteurs parlent d'une dominance morphologique 

d'A. arenosa sur A. thaliana.  

 

4.2.2.3. Régulation non additive de l’expression des gènes chez l’hybride somatique 

tétraploïde citronnier + mandarinier 

Les plantes polyploïdes présentent parfois de nouveaux phénotypes, sortant de la fourchette de 

variabilité du pool génique diploïde. Chez les agrumes, les programmes d'hybridation somatique 

ont permis la production de plusieurs centaines d'hybrides somatiques interspécifiques et 

intergénériques allotétraploïdes. Ces génotypes représentent des modèles intéressants pour 

étudier les effets immédiats de l'allopolyploidisation sur la régulation de l'expression des gènes. 

Les premiers travaux, portant sur l'expression du protéome par électrophorèse bidimensionnelle, 

ont montré des modifications très importantes chez un hybride somatique interspécifique 

mandarine + lime (C. deliciosa + C. aurantifolia), et sur un hybride somatique intergénérique 

mandarine + kumquat (C. deliciosa + Fortunella margarita). La modification de l’expression des 

gènes chez les deux hybrides somatiques par rapport à leurs parents est globalement très forte. 

Les analyses mettent à jour des phénomènes de "silencing" sur de nombreux spots, affectant plus 

particulièrement ceux des parents "lime" et "kumquat". Ainsi, près de 75% des spots spécifiques 

de ces parents sont éteints chez les hybrides. Ils ont noté également l’apparition de nombreux 

nouveaux spots, 14% pour l’hybride mandarine + lime et 29% pour l'hybride mandarine + 

kumquat, dont cinq communs aux deux hybrides (Gancel et al. 2006). Afin de vérifier si les 

caractères phénotypiques de l’hybride somatique allotétraploïde "WLM + EUR" 4x, 

généralement compris dans l’intervalle des deux parents et marqués par une coexistence de 

caractères dominants, codominants et transgressifs, sont associés à une expression non additive 

des deux génomes diploïdes parentaux, l'expression globale des gènes a été analysée à partir du 

transcriptome de la pulpe des fruits de l'hybride allotétraploïde et de ses parents. L'étude a été 

effectuée par hybridation du transcriptome sur un microarray d’ADNc de 20 K, constitué de 

21081 unigenes. Ce dernier a été développé dans le cadre du projet de génomique fonctionnelle 

des agrumes (CFGP; http://bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB/) à partir d'une large base 

d'ESTs (expressed sequence tags) clémentinier. Selon l'hypothèse de l'additivité, les 

allopolyploïdes nouvellement synthétisées sont censés présenter un profil d'expression identique 
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au parent moyen. Il ressort que 4% du transcriptome de "WLM + EUR" montre une divergence 

entre les deux parents avec 212 et 160 gènes surexprimés chez C. reticulata et C. limon 

respectivement. Ce chiffre est inférieur aux 15% observés par Wang et al. (2006) lors d’une étude 

du transcriptome de feuilles entre Arabidopsis thaliana et A. arenosa ou aux 10% de divergence 

observés entre les lignées de maïs (Swanson-Wagner et al. 2006). Des déviations de l'additivité 

ont également été trouvées dans des allopolyploïdes synthétiques de Senecio (Hegarty et al. 

2006), Brassica (Albertin et al. 2006), Triticum (He et al. 2003) et Gossypium néo-polyploïdes 

(Flagel et al. 2008), suggérant que la régulation différentielle de l'expression génique est une 

caractéristique commune des plantes allopolyploïdes. En fait, au regard des différents résultats, 

cette hypothèse d’additivité n’est donc pas valable. La majeure partie des gènes, montrant une 

différenciation interspécifique d'expression entre le mandarinier et le citronnier, présente un 

profil d'expression non additif chez l'hybride allotétraploïde "WLM + EUR" 4x, et la plupart 

d'entre eux sont réprimés. Cette régulation négative a également été observée chez des hybrides 

interspécifiques de tournesol (Lai et al. 2006). Ce comportement non additif de l'expression 

différentielle parental et la répression doivent être associés à l’interspécificité et la divergence 

parentale, qui entraînent des régulations d’incompatibilités (Landry et al. 2007).  

Nous avons également observé que la quasi-totalité des gènes sous-exprimés chez le 

mandarinier comparé au citronnier sont réprimés chez l'allotétraploïde "WLM + EUR". 

Toutefois, lorsque les gènes sont surexprimés chez le mandarinier par rapport au citronnier, les 

expressions des gènes de l'allotétraploïde ont une distribution beaucoup plus équilibrée de part et 

d'autre de la valeur du parent moyen, avec la présence de cas de surexpression transgressive. Ces 

résultats indiquent une forte dominance du tanscriptome du mandarinier sur celui du citronnier. 

Une telle dominance du transcriptome a également été démontrée chez les hybrides 

allotétraploïdes entre Arabidopsis arenosa et A. thaliana. En effet, Wang et al. (2006) ont 

observé que les gènes plus fortement exprimés chez les autotétraploïdes d’A. thaliana que chez A. 

arenosa, sont soumis à une répression chez les allotetraploïdes synthétiques. Considérant la 

valeur du parent moyen entre ces deux lignées allotétraploïdes, 97% des gènes surexprimés chez 

A. thaliana ont été réprimés tandis que seulement 47% des gènes surexprimés chez A. arenosa 

ont été réprimés. Ainsi, quand deux noyaux se combinent en un seul lors de l'hybridation, 

l'organisme peut «choisir» un ensemble de gènes codant pour des ARNm, tandis que d’autres 

sont soumis à un "silencing". On parle alors de dominance nucléolaire. Cette dominance d’un 
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transcriptome a également été signalée dans deux études récentes sur le coton (Gossypium 

hirsutum L.), et a mis en évidence la domination d’un transcriptome de l’un ou l'autre parent, 

selon l'organe analysé. Le coton a été formé par hybridation interspécifique entre des anciennes 

espèces de génome AA et BB. Dans une étude microarray de tissu ovulaire, Yang et al. (2006) 

ont démontré que les gènes du sous-génome AA ont été enrichis tandis que dans une étude de 

tissus de pétales, Flagel et al. (2008) ont observé que la dominance pouvait s’exprimer ou non 

différentiellement dans certains tissus ou à certains stades de développement. Elle serait une 

conséquence probable de la subfonctionnalisation des gènes dupliqués (Lynch et Force 2000). 

 

4.2.2.4. Une expression non additive du transcriptome concordante avec l’absence de 

codominance pour l’hérédité de nombreux caractères phénotypiques chez les  allopolyploïdes 

L’étude de l’expression par PCR en temps réel des gènes de la chaine de biosynthèse des 

caroténoïdes, dans la pulpe des fruits, fait également ressortir l'existence d'une nouvelle forme de 

régulation chez l'allotétraploïde. En effet, la majorité des gènes présentent un profil d'expression 

non additif concordant avec l'analyse globale du transcriptome par microarray. On note, 

cependant, une dominance de la faible expression du citronnier sur le profil d'expression des 

gènes présents en amont de la voie de biosynthèse des caroténoïdes (CitDxs, CitZds et CitLcy-b), 

et une dominance du mandarinier sur l'étape clé de formation des β,β-xanthophylles (CitHy-b). 

De plus, CitNced, responsable du catabolisme des caroténoïdes en faveur d'une production 

d'ABA, montre une surexpression transgressive. Ces profils d'expression sont bien corrélés aux 

résultats phénotypiques observés chez l'hybride allotétraploïde correspondant à des fruits 

contenant l’ensemble des caroténoïdes trouvés chez le mandarinier mais à de faibles 

concentrations. La combinaison des génomes du citronnier et du mandarinier a permis de 

nouvelles interactions allèliques à l'origine de ce phénotype particulier.  

 

4.3. Conclusions et perspectives  

 

La comparaison des feuilles, des fleurs et des fruits entre l'hybride allotétraploïde ("WLM + 

EUR" 4x) et ses parents permet de décrire une grande variabilité dans l’hérédité des caractères 

phénotypiques liés à l'interaction entre les génomes du mandarinier et du citronnier. La majorité 
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des caractères phénotypiques observés présentent une dominance de l’un ou l'autre des parents 

tandis que certains montrent une codominance.  

L’analyse globale du transcriptome de la pulpe par microarray (ADNc de 20K) met en 

évidence une fréquence relativement élevée d'expression génomique non additive chez "WLM + 

EUR" 4x, en concordance avec les différentes observations de dominances observées aux 

niveaux morphologiques et biochimiques. Une dominance globale du transcriptome de 

mandarinier a par ailleurs été observée, liée à la répression quasi systématique de l’expression 

chez l’hybride somatique des gènes sous-exprimés chez le mandarinier en comparaison du 

citronnier. Par la suite, il serait intéressant d'étudier le transcriptome des différents organes de 

l’allotétraploïde afin de déterminer si l’expression non additive est similaire dans chacun d’entre 

eux. Il serait intéressant de pouvoir étudier les mécanismes de régulation de l'expression chez 

l'hybride allotétraploïde pour comprendre le phénomène de dominance ou de répression alternée 

des gènes homéologues. Chez les allotétraploïdes d'Arabidopsis, il a été montré que la répression 

spécifique du transcriptome d'A. thaliana est la conséquence d'un phénomène épigénétique de 

dominance nucléolaire marquée par le "silencing" des gènes ARN ribosomaux (ARNr) du 

génome d'A. thaliana (Chen et al. 1998; Lee et Chen 2001). Celui-ci se traduit en grande partie 

par l'absence d'expression des copies de gènes d'A. thaliana dans les hybrides en raison de 

l'inactivité de sa machinerie traductionnelle. Des reformatages de la méthylation du génome, 

l’acetylation des histones, l’activation d’éléments transposables, ainsi que l’action des siRNA et 

miRNA (Chen 2007) ont également été décrits comme autant de mécanismes conduisant au 

"silencing" de certains gènes. 

Enfin, il serait également intéressant d’étendre cette étude à une gamme élargie d’hybrides 

somatiques. En effet, le phénotypage de croisements diallèles d’hybrides somatiques et des 

espèces parentales a mis en évidence un effet nanisant des feuilles et des fruits pour tous les 

hybrides ayant pour parents la lime mexicaine. L’étude du transcriptome permettrait de vérifier, 

si la dominance du transcriptome du mandarinier pour les gènes sous-exprimés chez le 

mandarinier, s’avère systématique, et de déterminer le poids du génome de limettier dans ce 

dispostif diallèles. Cette étude du transcriptome pourrait être très utile pour la prédiction du 

phénotype des hybrides somatiques. 
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5. CONCLUSIONS GENERALES 

Au cours de ces dix dernières années, de nombreuses avancées ont pu être réalisées tant d’un 

point de vue « recherche appliquée » que « recherche cognitive ». Ces avancées sont le fruit du 

travail d’une équipe, comprenant des chercheurs, des thésards, des techniciens, de très nombreux 

stagiaires, des mains d’œuvres occasionnelles et des partenaires. 

Concernant le projet d’innovation variétale de fruits d’épluchage facile type 

mandarines/clémentines, des milliers d’hybrides triploïdes ont été créés. Ce matériel est en phase 

d’évaluation en Corse, mais également dans le bassin méditerranéen, en zone tropicale humide et 

en Amérique du Sud. Un énorme travail de phénotypage a débuté. Le développement de la 

technologie Nirs sur des populations hybrides devrait permettre d’accélérer ce phénotypage de 

manière non destructive. Du matériel végétal a déjà été sélectionné et fait actuellement l’objet 

d’une demande de certificat d’obtention variétale. 

Concernant notre projet de recherche, des avancées ont été réalisées dans le domaine des origines 

génétiques des espèces cultivées, de la gestion de la ploïdie et de la structure génétique des 

gamètes diploïdes et de l’expression phénotypique et génotypique chez des hybrides somatiques 

diploïdes et tétraploïdes. 

L’avancée la plus notable en terme d’étude de l’origine des agrumes cultivés est la distinction de 

cinq mitotypes au sein du genre Citrus à l’aide de marqueurs mitochondriaux dont deux dans le 

groupe des mandariniers : les doux et les acides. Ce sont ces derniers qui seraient les géniteurs 

maternels de nombreux porte-greffes tels que la lime "Rangpur", "Rough lemon" et 

"Volkameriana". 

Des progrès ont été également réalisés dans la gestion de la ploïdie. Aujourd’hui, nous nous 

efforçons de connaître la structure génétique des gamètes diploïdes à l’origine des génomes 

triploïdes dans les différentes stratégies de création. Couplé au phénotypage, nous tenterons 

d’évaluer le poids du gamète sur le phénotype.  

Des avancées significatives ont été établies dans l’étude de l’expression phénotypique et 

génomique des hybrides somatiques. Nous avons montré que les cybrides présentent peu de 

variation phénotypique. Cela souligne l’intérêt des cybrides en amélioration des agrumes en 

particulier pour le transfert de caractères contrôlés par le cytoplasme comme la stérilité mâle 

cytoplasmique, présente chez les mandariniers Satsuma, ou des résistances aux contraintes 
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biotiques et abiotiques aussi bien au niveau des porte-greffes qu'au niveau variétal. Chez les 

allotétraploïdes, la transmission du phénotype est complexe, généralement comprise entre les 

valeurs parentales et ne peut être traitée comme une simple additivité. L’analyse globale du 

transcriptome de la pulpe par microarray de l'hybride allotétraploïde comparé aux parents nous 

ont permis de mettre en évidence une fréquence relativement élevée d'expression génomique non 

additive chez l’hybride somatique en concordance avec les différentes observations de 

dominances observées aux niveaux morphologiques. 

Le séquençage complet du génome du clémentinier, au delà de son intérêt cognitif en termes 

d’évolution, revêt un caractère appliqué par le développement d’outils d’analyse à haut débit. Le 

reséquençage partiel du génome de différents agrumes devrait permettre d’identifier de nombreux 

marqueurs génétiques répartis sur tout le génome. Au travers des puces à ADN, ces marqueurs 

devraient être très utiles pour l’identification de régions d’intérêt, notamment celles responsables 

de la qualité des fruits, du rendement et de la résistance à certaines maladies. Grâce à la 

connaissance de ces régions, et dans certains cas de ces gènes, un profil génétique des individus 

pourra être facilement établi. Le travail de l’améliorateur pourrait, dans un futur relativement 

proche, consister alors à choisir des géniteurs sur la base de leur valeur génétique prédite à partir 

de ces marqueurs. 

Pour conclure, je tiens à remercier tous les partenaires avec qui nous avons développé des projets. 

Grâce à l’Ivia, nous avons eu accès à la puce microarray, qui nous été fort utile dans l’étude de la 

transcription. Grâce à DAK, nous évaluons actuellement des milliers de triploïdes en zone 

méditerranéenne. Avec l’Université, nous avons bénéficié de leurs connaissances en biochimie et 

composées des arômes chez les agrumes. Avec l’Université du Chili, un projet d’amélioration des 

petits fruits débute… Avec mes collègues des différentes unités du Cirad et de l’Inra avec qui 

nous échangeons constamment…  
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Résumé : 

Amélioration génétique des agrumes, gestion de la diversité et de la ploïdie 

Les agrumes représentent une richesse particulièrement importante pour l’humanité, tant 

du point de vue nutritionnel, qu’économique ou culturel. Ils constituent la première 

production mondiale fruitière avec 122 millions de tonnes en 2008. Le marché du petit fruit 

de type clémentine / mandarine est particulièrement dynamique puisque la production est 

passée en 10 ans de 18 à 27 millions de tonnes. Le bassin méditerranéen constitue aujourd’hui 

la première zone de production de ce type de fruit. Depuis une vingtaine d’année, le Cirad a 

engagé un programme d’amélioration des agrumes dans ce groupe de fruits. Les agrumes 

reposent sur un système de reproduction complexe, pouvant se manifester par de la 

reproduction sexuée, de l’apomixie, un système d’auto-incompatibilité gamétophytique et des 

gènes de stérilité nucléaire et cytoplasmique. De plus, même si les agrumes sont considérés 

comme étant majoritairement diploïdes, des variations du niveau de ploïdie sont fréquemment 

observées dans les semis chez de nombreuses variétés.  

Le travail d’améliorateur repose sur une parfaite connaissance des ressources 

génétiques. Le développement d’outils moléculaires nucléaires SSR et mitochondriaux a 

permis de préciser la structuration de la diversité génétique et l’origine des espèces cultivées. 

Ainsi nous avons pu montrer l’existence de deux sous-groupes au sein des mandariniers. L’un 

de ces groupes a fourni son cytoplasme à de nombreux hybrides, utilisés en tant que porte-

greffes, et l’autre est à l’origine des variétés cultivées. Cette meilleure connaissance des 

ressources génétiques nous permet de mieux raisonner nos schémas de création. Le premier 

critère de sélection retenu est la stérilité des variétés afin d’obtenir des fruits sans pépin. La 

triploïdie permet de générer de la variabilité tout en assurant une stérilité à la fois mâle et 

femelle. Ces dernières années, le développement des biotechnologies, a fourni de nouveaux 

outils à l’améliorateur. Le développement de techniques de biologie cellulaire permet 

aujourd’hui de manipuler efficacement la ploïdie chez les agrumes, débouchant sur 

l’obtention d’hybrides somatiques, des cybrides, de plantes haploïdes et polyploïdes. Les 

hybrides triploïdes obtenus dans le groupe des mandariniers alimentent notre programme de 

sélection de fruits de qualité, sans pépin et d’épluchage facile. Près de 5000 triploïdes sont 

actuellement en cours d’évaluation dans le cadre d’un réseau en partenariat. Ce matériel est 

également devenu l’objet de recherches cognitives, en particulier sur la transmission des 

caractères impliqués dans la qualité des fruits. Il soulève ainsi de nouvelles questions de 

recherche sur l'expression du génome et l'hérédité des caractères chez les hybrides polyploïdes 

d’agrumes. 


