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RESUME

L’ i ndustrie des agrunes en Mediterranée fait face a une
combi nai son conpl exe de stress bi oti ques,
principalement |e virus de Ila Tristeza (CTV) et
Phyt opht hor a, et de stress abi oti ques

(salinité/alcalinité) particulierenent dans la partie
du Sud et de |’ Est du bassin nediterranéen. En Tunisie,
mal gré | a tol érance du bigaradier, porte-greffe |le plus
enployé, a l'alcalinité, la salinité et sa résistance a
Phyt opht hora ainsi que |la bonne qualité de fruits qu’il

conf ére, ses conbi nai sons avec | es vari ét és
commerci al es sont sensibles au CTV. Par conséquent, i
est ur gent d identifier d autres porte-greffes

résistants au CIV et bien adaptés aux autres
contraintes de la région particuliérement la salinité
et les sols calcaires, tout en conférant une bonne
qualité et taille des fruits. Avant d entaner |I|e
programme d’anélioration, un travail de mse au point
s’ est proposé d’ anal yser |e gernoplasne |ocal en porte-
greffes d agrunes en conmencant par : 1) le contréle de
la conformté génétique des collections de porte-
greffes a Shikha et E Gobba, 2) |’analyse de |a
diversité génétique des porte-greffes régionaux, en
| "occurrence, le Bigaradier, afin didentifier Ile(s)
porte-greffe(s) le(s) plus adapté(s) pour chaque région
(tolérance a la salinité). Pour ce fait, un certain
nonbre de visites ont été réalisées un peu partout en
Tunisie et ont perms de recenser et collecter 206
accessions de porte-greffes d agrumes. Pour |es deux



objectifs, la caractérisation génétique était basée sur
les STMS (marqueurs nicrosatellites) dével oppés et
sél ectionnés au CIRAD (Montpellier) sur |a base de | eur
pol ynor phisne et |eur stabilité. Les prospections des
bi garadiers locaux et |eur caractérisation génétique

pernettront d éviter qu'il y ait perte de diversité des
ressources |ocales, sachant que néne si |e bigaradier
est nenacé par la Tristeza il constitue un matériel
local trés intéressant en matiere d’ adaptation aux
condi tions abi oti ques | ocal es (salinite en
| " occurrence).

Mots clé : agr umes, porte-greffe, salinite, Crv,

di versité génétique, mcrosatellites
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I- INTRODUCTION

Différentes hypothéses ont été formul ées sur |’ origine
des agrunes. En général, |es agrunes sont supposés étre
originaires des régions tropicales et subtropicales du
Sud-est asiatique et propagés ensuite aux autres
continents (Webber, 1967 ; Cal abrese, 1992). Cependant
la taxonomie et |a phylogénie des agrunes sont tres
conpl i quées, controversées et pas claires, ce qui est



dh principalenent a la conpatibilité sexuelle entre |les
agrunmes et les genres apparentés, la freéquence élevée
des nutations du bourgeon et |la |longue histoire de |a
culture et de la dispersion sauvage des agrunes

(Nicolosi et al., 2000). L industrie des agrunes en
Méditerranée fait face a une conbi naison conplexe de
stress biotiques, principalemrent |e virus de Ila

Tristeza (CTV) et Phytophthora, et de stress abiotiques
(salinité/ alcalinité) particulierenent dans la partie
du Sud et de |’ Est du bassin nediterranéen.
L'utilisation de porte-greffe s’est généralisée en
agrumculture au mlieu du 19° siéecle suite aux dégats
provoqués par |a gomopse a Phytophthora sur |es agrunes
cultivés franc de pied. De nonbreux porte-greffes ont
été testés et recommandés. Ml gré la tolérance de
certains porte-greffes traditionnels a I'alcalinité, |a
salinité et a Phytophthora et l|a bonne qualité de
fruits quils conferent, |eurs conbinaisons avec |es
vari étés commerciale sont sensibles au CTV. Cest le
cas du Bigaradier (C. aurantium) qui reste le porte-
greffe le plus enployé dans | e bassin nediterranéen

et presque le seul en Tunisie, il est tolérant a cette
mal adie, mais il ne transnet pas cette tol érance au
scion. Des porte-greffe de substitution sont donc
recher chés pouvant combi ner des caract eres de
résistances aux namladies, en premier lieu a la
Tristeza, des adaptations aux conditions particuliéres
envi ronnenent al es et une conpatibilité avec la variétée
greffée. Avant d entamer le travail d anglioration, on

s’est proposé de nettre au point |’analyse du
gernopl asnme | ocal en porte-greffes d agrunes en
commencant par : 1) |le controle de la conformte
généti que des collections de porte-greffes a Shikha et
El Gobba, 2) |’analyse de l|la diversité génétique des
porte-greffes r égi onaux, en | " occurrence, l e

Bigaradier, afin didentifier 1le(s) porte-greffe(s)
| e(s) plus adapté(s) pour chaque région (tol érance a la
salinité). Les nmicrosatellites sont parm |es marqueurs

l es plus puissants pour révéler du polynorphisme. Ils
sont de plus en plus fréguement utilisés pour de
nonbr euses ét udes. Ils consti tuent d’ excellents
mar queurs  généti ques, spécifiques du | ocus, co-
dom nants et hautenent polynorphes (De Vienne et
Santoni, 1998 ; Santoni et al., 2000). A court terne,

la caractérisation génétique du gernoplasnme tunisien
des porte-greffes d agrunes et I|e contrdole de la
conformté génétique des collections existantes,
of friront une garanti e et une sécurite sur
| " honpbgénéité des arbres neres des schémas de
mul tiplication des porte-greffes.

II- MATERIEL ET METHODES
2-1- Matériel Végeétal

Pour e contréle de la conformté génétique des
collections, notre travail s’'est porté sur 160 porte-



greffes répartis sur deux parcs senenciers (plantés en
1996), celui de Sbhikha et celui d EIl Gobba. Nous avons
collecté des feuilles de 80 échantillons du parc
semencier du G-Fruits de Sbikha qui contient une
collection de 8 porte-greffes, a raison de 10 arbres
par porte-greffe. Les porte-greffes existants dans
cette collection sont : Citrange Carrizo, Bigaradier
Gou Tou, Citrus nacrophylla, Citrus volkaneriana,
Mandari ni er C éopatre, Citrange Troyer, Rough Lenon et
Bigaradier. Les sems des porte-greffes sont issus de
Tur qui e et de Cor se. Semeés a | a Station
d’ Assai ni ssenent de Mnouba, |es baguettes issues des
sem s des différents porte-greffes ont été greffées sur
bigaradier. Les 80 autres échantillons sont du parc
semencier du GAF El Gobba qui lui renferme une
collection de 8 porte-greffes mais avec un nonbre de
pi eds par porte-greffe inportant variant de 55 pour le
Mandari ni er Cl éopatre a 132 pour |e Bigaradier. Pour
st andar di ser | " échanti | | onnage entre | es deux
collections, les feuilles des 10 premers pieds de
chaque ligne de porte-greffe ont été collectées. Les
porte-greffes existants dans cette collection sont

Citrange Troyer, Bigaradier, Mandarinier C éopatre,
Citrange Carrizo, Bi garadier Gou Tou, Citrunello
Swi ngl e, Rough Lenon et Citrus vol kaneri ana. Les porte-
greffes de Corse qui ont été envoyés en Tunisie pour |a
création des parcs senmenciers vont servir de ténpins
pour |le contr6le de la conformté génétique de nos
porte-greffes. Pour chaque porte-greffe des collections
tunisiennes, il a été proposé un ou plusieurs porte-
greffe ténmoin de Corse, et ce pour offrir une base de
données plus l|large pour |es conparaisons, du fait que
| es données relatives aux plants d’ origine ne sont pas
précises. Les feuilles ont été lavées a |’ éthanol 70%
puis rincées a |’eau distillée. Elles ont été ensuite
broyées en présence d’ azote |liquide. L extraction d ADN
a été réalisée en utilisant le Kit de purification de
| ADN génom que the Wzard Genomic DNA purification Kit
de Pronmega (Pronega Corporation, Mdison, W, USA). Une
parcelle <collection de porte-greffes appartient a
| "1 NRAT, (EI Gobba), et vu le contexte de ce travail et
les objectifs didentifier les porte-greffe des deux

parcs senenciers, il a été proposé dinclure Iles
individus de cette collection, dans un méne but de
vérifier |’honogénéité et la conformté des porte-

greffe qui la constituent. Cette collection renferne :
des Citrange Carrizo et Troyer, des Citrus vol kanmeri ana
et macrophylla, Poncirus trifoliata et Mandarinier
Cl éopatre. Pour |’ analyse de |la diversité génétique des
porte-greffes régionaux, une prospection vient d étre
réalisée un peu partout en Tunisie afin de collecter
| es porte-greffes régionaux tolérants a la salinité et
| es plus adapt és a chaque région.

2-2- L’amplification PCR et la détection des loci
microsatellites



Treize marqueurs mcrosatellites ont été appliqués
pour | anplification de |"ADN : 7 loci mcrosatellites
génomques et 6 loci mcrosatellites provenant d’ EST

(Expressed Sequence Tags). Ces anobrces ont été
dével oppées pour étre appliqué sur |les agrunes
(Froelicher et al., 2000). Elles ont été sélectionnées

pour |eur taux de polynorphisne élevé et pour |a bonne
qualité de leurs profils. Les analyses mcrosatellites
ont été réalisées radioactivenment par phosphorylation

des extrémités 5 des anorces "Reverse” avec du (y-*P)
ATP, en présence de I|la T4 polynucléotide kinase.
L’ anal yse des produits d anmplification s’ effectue par
él ect rophorése en conditions dénaturantes sur un gel de
pol yacryl am de 5% L’ observation des profils de
mgration a perms de repérer un ou deux alleles par
| ocus et par individu analysé. La taille des alléles a
chaque locus a été déterm née sur base des alléles de
contr6le dont on connait |la taille pour chaque priner
par des études antécédentes. La lecture visuelle des
gels a permis didentifier les alléles a chaque |ocus
marqueur. Un indice de dissimlarité (de Dice) (Dice,
1945) est calculé pour chaque paire d’individus. Une
représentation arborée de la diversité est ensuite
construite a partir de la matrice des dissimlarités en
utilisant |la méthode de classification ascendante
hi érarchi que (UPGWA). L’ ensenble de cette anal yse est
réalisé a |'aide du progranmme informatique Darw n®,
dével oppé par | e CIRAD FLHOR de Montpellier (Perrier et
al . 2003).

Ill- RESULTATS ET DISCUSSION

3-1- Controle de la conformité génétique des collections de
porte-greffes a Sbikha et El Gobba

Les anal yses ont révél é plusieurs groupes plus ou noins
honbgeénes:

Groupe des Citronniers, conportant |es espéces Citrus
macrophyl |l a, vol kaneri ana, anblycarpa, Rough |[|enon
(Citrus gerberi), Linme rangour, Linme nexicaine.

Groupe des nmandariniers, regroupant |es Mndariniers
Cl éopatre, Mandarini er Sunki et Bintangor Sarawak.

G oupe des Poncirus trifoliata, r egr oupant | es
vari étés Poncirus Krider, Poncirus Flying Dragon
Ponci rus Rubydoux.

Groupe des Citrunellos représenté par Citrunello 1452,
Ctrunello 4475, CGCtrunmello Swingle et Gtrunello
Sacat on.

Groupe des Citranges divisé en Citrange Carrizo et
C trange Troyer

Groupe des Bigaradiers représenté par |es Bigaradiers
et | es Bigaradiers Gou Tou.



Ce travail a perms didentifier |les porte-greffes
confornes aux témoins de Corse dans les différentes
col l ections. Cependant, plusieurs erreurs d’ étiquetage ou
d identification ainsi que des nelanges ont été repérés
au sein des collections analysées. La vérification de la
nor phol ogi e des arbres soupconneux a confirm |’analyse
nol écul ai re.

3-2- Prospection de porte-greffe d’agrumes utilisés en
Tunisie :

Un certain nonbre de visites ont été programrées et |es

collectes faites principalenent dans |les régions

voi sines de Tunis ont perms de recenser et collecter
206 accessi ons.

Tableau : Effectif des porte-greffes collectés selon
| es régions

Régi on Nonbr e
d’ accessi on
S
col | ect ées

Bi zerte 15

Cap — Bon 72

Mor nag - 18

Khlidia (Tunis)

Béj a 18

Jendouba 9

Kai r ouan 34

Tozeur (M des, 23

Taner za,

Degache)

Gaf sa 8

Gabes 5

Jer ba 4

Tot al 206

La visite de certains vergers anciens ou du sud
tunisien, a perms la collecte de quelques porte-
greffes et variétés remarquables ou la salinité des

eaux est nontée jusqu'a 5g/l. L utilisation d outils
bi ot echnol ogi ques servira pour la veérification de
|"identité de ces porte-greffes r égi onaux. En

parallele, des tests de salinité et des analyses
physi ol ogi ques vont étre réalisé afin de pouvoir
désigner le(s) porte-greffe(s) le(s) plus adapté(s)
pour chaque région.



Conclusion

L’inpact pratique de ce travail est daider a la
gestion des collections tunisiennes de porte-greffe qui
sont distribués aux pépiniéristes et aux agriculteurs.
La confirmtion de |"identité exact e et de
| " honogénéité du matériel distribué offre une garantie
de propagation d’ un bon matériel |oin des nél anges, des
erreurs d’' étiquetage et des plants qui sont soupgonnés
d origine sexuée. D autant plus que l|le risque de
mul tiplication non conforne est d autant plus élevé gque
| e nonbre d enbryons nucell aires par graine est faible.
Des observati ons nor phol ogi ques conpl énment ai res
nécessaires a |l’interprétation des anal yses ont pu étre
réalisées a Sbikha. Dores et déja des informations
utiles a la gestion des ressources génétiques et des
parcs a bois ont pu étre apportés au niveau du G AF, en
particulier a Sbikha ou quelques problénes de
conformté pour r ont étre resol us si mpl enent
(surgreffage d un arbre, élimnation des Citrus
vol kaneriana non confornmes au type d'origine). Par
ailleurs, |'identification de porte-greffe adapté pour
chaque région et tolérant a la salinité sera d un grand
apport pour des programmes d anmélioration d’ avenir
conbinant a la fois des caracteres de tol érance a la
salinité et de résistance a la Tristeza.
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