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Les agrumes constituent la premiére production fruitiere mondiale avec
89,6 millions de tonnes, dont prés de 60 millions de tonnes d’oranges en 1996
(FAO, 1997). Le volume de fruits transformés est en augmentation : les jus
d’orange concentrés et congelés absorbent une grande partie de la production
des Etats-Unis et du Brésil.

Domestiqués dans le Sud-Est asiatique il y a plusieurs millénaires, les agrumes
ont été diffusés dans le monde entier (figure 1). Le cédratier a été la premiére
espece cultivée dans le bassin méditerranéen, quelques siecles avant notre ére,
tandis que les autres espéces n'y ont été introduites qu’au cours du deuxieme
millénaire. Les agrumes ont gagné |I"’Amérique a la suite de la découverte du
Nouveau Monde au xv¢ siécle. L'aire agrumicole est aujourd’hui trés étendue,
elle se situe approximativement entre 40° de latitude nord et de latitude sud.

La culture des agrumes est confrontée a des contraintes biotiques et abiotiques
croissantes dans les principales régions de production. La tristeza — maladie
de dégénérescence provoquée par le citrus tristeza virus —, Phytophthora sp.
et les nématodes se rencontrent aujourd’hui dans la quasi-totalité de |"aire de
culture. D’autres contraintes ont, en revanche, un caractére régional : le froid
et le blight — maladie de dégénérescence d’origine encore indéterminée —,
aux Etats-Unis, la citrus variegated chlorosis due a Xilela fastidiosa, au Brésil,
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la cercosporiose provoquée par Phaeoramularia angolensis, en Afrique, le
greening, ou citrus huanglongbing, en Asie. Parmi les contraintes abiotiques, la
salinité et les sols calcaires sont les problémes majeurs du bassin méditerra-
néen. La pratique quasi généralisée de la culture de plants greffés permet, dans
une certaine mesure, de répondre aux contraintes liées aux sols (calcaire, sali-
nité, parasitisme tellurique) et a la tristeza grace aux porte-greffe. La sélection
des scions repose quant a elle sur des aspects qualitatifs et, dans certains pays,
sur des caractéres de tolérance a la citrus variegated chlorosis ou a la cerco-
sporiose (OLLITRAULT et LURO, 1997).

La botanique et les ressources génétiques

La botanique et la taxonomie

L’apomixie partielle par embryogenése nucellaire, associée a une large com-
patibilité sexuelle, a conduit a la production de populations clonales
d’hybrides interspécifiques, qui ont souvent été assimilées a de nouvelles
espeéces par les taxonomistes. Les classifications botaniques sont ainsi généra-
lement complexes. TANAKA (1961) identifie 156 especes tandis que SWINGLE et
Reece (1967) nen distinguent que 16. La correspondance entre ces deux classi-
fications et les noms communs est donnée dans le tableau 1 pour les taxons
étudiés dans ce chapitre. Chez tous les agrumes et genres apparentés, le
nombre de chromosomes de base (n) est égal a 9 (KruG, 1943). La quasi-
totalité des agrumes est diploide et seuls quelques polyploides naturels ont été
identifiés, comme Fortunella hindsii ou la lime Tabhiti.

Les ressources génétiques

De nombreuses collections d’agrumes existent a travers le monde. Elles ont
deux vocations, souvent divergentes quant au choix du matériel végétal a
conserver : préserver a long terme la diversité des agrumes et des genres appa-
rentés ; constituer des parcs a bois pour fournir des greffons de variétés com-
merciales. La collection de I'Okitsu Branch (Fruit Tree Research Station), au
Japon, est la plus importante pour le matériel cultivé des zones d’origine,
tandis que le conservatoire de |'université de Malaisie est remarquable par sa
collection d’Aurantioideae du Sud-Est asiatique. Les collections de I'USDA
(United States Department of Agriculture) et de I'université de Californie, aux
Etats-Unis, celles de I'IVIA (Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias),
en Espagne, et de 'université d’Adana, en Turquie, renferment certaines ruta-
cées apparentées aux agrumes mais sont surtout régulierement alimentées par
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les variétés nouvellement sélectionnées dans le monde. La station de I'Inra et
du Cirad de San Giuliano, en France, posséde un statut unique du fait du
contexte phytosanitaire favorable de la Corse. Elle abrite une importante col-
lection de matériel végétal sain, qui inclut de nombreuses accessions d’Asie du
Sud-Est, et peut étre évaluée en plein champ. Le logiciel de gestion de bases
de données Egid, élaboré par le Cirad et I'lnra (Cotmin et al., 1995) a partir des
descripteurs de I'lPGRI (International Plant Genetic Resources Institute), a par
ailleurs été adopté par la FAO (Food and Agriculture Organization of the
United Nations) pour mettre en place un réseau global de gestion des res-
sources génétiques des agrumes.

L’organisation de la diversité

La variabilité agromorphologique

La variabilité agromorphologique des agrumes est considérable. Elle concerne
aussi bien les caracteres pomologiques et organoleptiques que les résistances
aux facteurs biotiques et abiotiques. Le genre Citrus renferme ainsi de nom-
breuses sources de tolérance aux contraintes biotiques et abiotiques, qui
ouvrent des perspectives intéressantes pour 'utilisation des ressources géné-
tiques en amélioration variétale.

Pour les facteurs abiotiques on peut citer : la tolérance au froid des mandari-
niers Satsuma ; la tolérance a la salinité du limettier Rangpur et du mandarinier
Cléopatre ; la tolérance aux sols calcaires de C. jambhiri, de C. macrophylla,
de C. volkameriana, de C. amblycarpa et du bigaradier ; la tolérance a la
sécheresse du limettier Rangpur. Des tolérances aux principaux ravageurs et
aux maladies sont également identifiées : la tolérance a Phytophthora sp. des
pamplemoussiers, des bigaradiers, de C. volkameriana et de C. amblycarpa ; la
tolérance a la cercosporiose africaine des agrumes des pamplemoussiers, des
citronniers et des mandariniers Satsuma et Beauty ; la tolérance a la tristeza du
mandarinier Cléopatre, de C. amblycarpa, du limettier Rangpur, de C. jambhiri
et de C. volkameriana ; la tolérance au blight de I'oranger ; la tolérance au
greening des pamplemoussiers et de certains mandariniers originaires de la
zone tropicale ; la tolérance au chancre citrique dG a Xanthomonas campestris
de C. junos et de certains mandariniers (Satsuma, Dancy...) ; la résistance aux
acariens phytophages du pomelo Marsh et des mandariniers Satsuma et
Dancy. Au vu des exemples précédents, il ne semble pas exister de liens entre
la répartition des sources de résistance aux facteurs biotiques et la structuration
spécifique du genre Citrus.

A l'inverse, la variabilité morphophysiologique est fortement marquée entre les
espéces, méme si certains caracteres sélectionnés par I’'homme présentent une
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Figure 2. Diversité isoenzymatique des agrumes cultivés sur la base de 11 locus : repré-
sentation du premier plan factoriel de 'AFTD réalisée sur une matrice de dissimilarité
de Dice entre les 30 génotypes différents identifiés parmi 74 cultivars. Les codes utilisés
sont ceux du tableau 1.
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Figure 3. Diversité isoenzymatique du genre Cilrus sur la base de 11 locus : représenta-
tion arborée, selon la méthode NJ, réalisée sur une matrice de dissimilarité de Dice
entre 47 génotypes (30 génotypes cultivés et 17 autres Citrus). Les codes utilisés sont
ceux du tableau 1.
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LA TAILLE DES GENOMES

Les tailles des génomes nucléaires des individus sont données dans le tableau 1.
Les génotypes diploides ont des génomes de taille relativement petite, com-
prise entre 0,73 et 0,82 picogramme d’ADN par génome diploide (figure 4).
Les valeurs de 1,17 picogramme correspondent a des génotypes triploides ;
elles ont été observées pour quatre cultivars de limellier, Tahiti, Bears, Elkseur,
IAC SRA618. Parmi les espéces comestibles, les différences interspécifiques
sont statistiquement significatives et représentent un écart de 10 % entre les
mandariniers et le cédratiers (figure 5). Les autres espéces se répartissent en
deux groupes de tailles intermédiaires. L'un associe les orangers et les bigara-
diers, Iautre, correspondant a des tailles supérieures, regroupe les citronniers,
les limettiers, les pamplemoussiers et les pomelos. Les types non comestibles
présentent eux aussi des tailles de génome comprises entre celle des mandari-
niers et celle des cédratiers. Ainsi, deux des trois taxons qui structurent la

Espéces Moyenne
(effectif) : : : : :
Autres Citrus (15) -__-—_-*-*——«Hm-—m-a*—-——m
Mandarinier (9) ~—lnﬂ—+ll. : 0,7429 | *
Oranger (10) ————un1 & : : : 0,7609
Bigaradier (7) & 4 ;. 0,7573
Pomelo (9) e 0,7744
Pamplemoussier (7) A 0,7773
Citronnier (8) ;;.q;—n ; - 0,7786
Limettier (6) : A ) ;, ok : 0,7762
Cédratier (4) i .h.—.‘— 0,8143 l
N S —

0,72 0,74 0,76 0,78 0,80 0,82 0,84
Taille des génomes nucléaires

* Groupes de moyennes homogenes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.

Figure 4. Taille des génomes nucléaires de 75 individus, dont 60 cultivars comestibles
regroupés par espéces (moyennes de 3 mesures données en picogrammes d’ADN par
génome diploide).
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Nombre de noyaux
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Figure 5. Tailles relatives des génomes nucléaires du cédratier Etrog et du mandarinier
Commun : cytométrie en flux d'un mélange de noyaux colorés a I'iodure de propi-
dium.

diversité, le mandarinier et le cédratier, possedent les tailles de génome
extrémes observées dans le genre Citrus. Les autres taxons ont des tailles de
génome qui concordent avec les affinités génétiques déterminées par les ana-
lyses isoenzymatiques.

Les relations entre les différents niveaux
de variabilité

L'analyse de la diversité morphologique réalisée a partir de 20 descripteurs
végétatifs permet de retrouver la structuration globale autour des trois pdles
précédemment identifiés d’aprés les données isoenzymatiques (figure 6). Les
positions relatives des espéces cultivées autour de ces trois poles sont dans
I’ensemble conservées. En revanche, les espeéces monomorphes du point de
vue enzymatique présentent une dispersion morphologique équivalente a celle
des espéces polymorphes sur le plan moléculaire (figure 7). Deux niveaux
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Figure 6. Diversité morphologique : représentation du premier plan factoriel de I'AFTD
réalisée sur une matrice de distance de Sokal et Michener entre 74 cultivars sur la base
de 20 descripteurs végétatifs. Les codes utilisés sont ceux du tableau 1.
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Figure 7. lllustration simultanée de la dispersion intraspécifique calculée avec les mar-
queurs isoenzymatiques et morphologiques.
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La forte structuration, encore observée aujourd’hui tant a I’échelle moléculaire
que morphologique, indique que les brassages génétiques entre les trois
groupes originels sont limités. L’apomixie partielle, liée a la polyembryonie, a
trés certainement été un élément essentiel dans la limitation des flux de genes.
D’autres facteurs, comme la différenciation structurelle des génomes, ont di
également favoriser le maintien de déséquilibres gamétiques en limitant la
recombinaison sur de larges portions du génome. Cette différenciation dans la
taille de génome est en accord avec les observations cytogénétiques de NAIR et
RANDHAWA (1969) et de RAGHUVANSHI (1969). Elle témoigne du stade avancé
qu’ont atteint les trois taxons de base sur la voie d’une réelle spéciation.

La diversification intraspécifique

Le polymorphisme morphologique intervariétal, relativement important au sein
des orangers, des bigaradiers, des pomelos, des citronniers et des limettiers,
s’explique en grande partie par la sélection humaine. Celle-ci est particuliere-
ment marquée pour les criteres pomologiques et phénologiques. Elle peut
entrainer une évolution morphophysiologique rapide, indépendante de I'évolu-
tion moléculaire analysée grace aux isoenzymes. L'exemple le plus flagrant est
celui du clémentinier. Apparu il y a environ un siécle dans un semis de manda-
rinier Commun réalisé par le pere Clément, il a connu depuis une diversification
considérable. Cette diversification, résultat d'une simple sélection en verger des
mutations de bourgeons, concerne tant la précocité — la période de production
s'étend aujourd’hui d’octobre a mars — que les caractéres pomologiques,
comme le calibre, la coloration et la présence de pépins (Bono et al., 1982).

En revanche, la recombinaison sexuée a da jouer un réle déterminant dans la
diversification des pamplemoussiers, pour lesquels les cultivars sont tous
monoembryonnés, et dans celle des mandariniers, dont certains cultivars sont
monoembryonnés. lls présentent en effet un polymorphisme isoenzymatique
intervarietal élevé sans écart significatif a la panmixie.

La gestion des ressources génétiques

La situation des agrumes illustre bien I'intérét et les limites des marqueurs
moléculaires pour la construction de core collections. On retrouve en effet
dans I'évolution du genre Citrus des facteurs qui concourent, a I'échelle glo-
bale, & une bonne corrélation entre la structuration de la diversité phénoty-
pique et la structuration de la diversité moléculaire (effet de fondation, évolu-
tion allopatrique et limitation des flux de génes autorisant le maintien de
déséquilibres gamétiques globaux). Pour les espéces secondaires, il existe éga-
lement, sur le plan intraspécifique, des mécanismes évolutifs, tels que la repro-
duction somatique et les fortes pressions de sélection sur les mutations affec-
tant les caractéres morphophysiologiques, qui conduisent a dissocier les deux
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Annexe

Matériel végétal

Soixante-quatorze cultivars représentant les 8 espéces cultivées pour leurs fruits
(SWINGLE et Reece, 1967) et 17 types non consommés, mais dont certains sont utilisés
comme porte-greffe, ont servi de base a I’étude enzymatique (tableau 1). Dans la
mesure du possible 10 cultivars ont été retenus pour chaque espéce cultivée, a I'excep-
tion du cédratier pour lequel nous ne disposions que de 4 génotypes en collection. Les
arbres, indemnes de toute maladie virale ou viroidale, sont cultivés sur la station de
recherche agronomique de I'lnra et du Cirad de San Giuliano, en Corse. Quatre-vingt-
dix de ces génotypes y ont fait I'objet d’une description morphologique.

Analyses enzymatiques

Neuf systémes enzymatiques ont été analysés par électrophorése sur gel d’amidon ou de
polyacrylamide (OLLTRAULT et al., 1992) : alcool déshydrogénase (ADH), malate déshydro-
génase (MDH), isocitrate déshydrogénase (IDH), shikimate déshydrogénase (SKDH), phos-
phoglucomutase (PGM), phosphogluco-isomérase (PGI), peroxydases (PER), leucine ami-
nopeptidase (LAP) et aspartate aminotransférase (AAT). Pour le locus PGM-2, seules deux
positions alléliques ont été retenues. Pour les autres systemes, I'interprétation et la nomen-
clature allélique reprennent celles de OLuTRAULT et al. (1992) et sont en accord avec
I'interprétation donnée par Torres et al. (1978 ; 1982) pour les MDH, IDH, PGl et LAP.

Analyses par cytométrie en flux

La taille du génome nucléaire de chacun des génotypes diploides a été estimée par la
moyenne de trois mesures relatives a celle d'un cultivar triploide (la lime Tahiti), utilisé
comme témoin interne. Des morceaux de feuille de Iéchantillon et du témoin sont pré-
parés en mélange et colorés a I'iodure de propidium selon le protocole décrit par OLu-
TRAULT et al. (1994). Deux mille noyaux sont ensuite analysés sur un cytométre Fascan. La
taille du génome nucléaire de chaque génotype est estimée en picogrammes par génome
diploide a partir de la moyenne des valeurs relatives multipliée par 1,17 picogramme, qui
correspond a la taille du génome de la lime Tahiti estimée par OLLTRAULT et al. (1994).

Etudes morphologiques

Vingt descripteurs qualitatifs de I'appareil végétatif (tableau 3) ont été étudiés. L'ensemble
des données sur la morphologie des agrumes est géré par le systéme de gestion du maté-
riel génétique des agrumes en réseau, Egid (Cotmin et al., 1995).

Analyses statistiques

L’étude des paramétres de structuration génétique est réalisée a I’aide du logiciel
Genepop pour I'analyse des écarts a la panmixie, de la différenciation entre taxons
cultivés (étude de la répartition des alléles dans les espéces par le test exact de Fisher)
et des déséquilibres gamétiques. Les parametres descriptifs de la diversité — diversité
totale, diversité entre taxons, diversité entre individus, Gs; — sont ceux qui ont été pro-
posés par Nei (1973). Les représentations arborées et les analyses factorielles sur
tableaux de distances sont réalisées sur la base de matrice de distance de Dice pour les
données enzymatiques et de matrice de distance de Sokal et Michener pour les don-
nées morphologiques. Les arbres sont construits par la méthode du neighbor-joining a
I’aide du logiciel Darwin (Perrier et al., 1999).
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