
L'utilisation de l'hybridation contrôlée et des marqueurs moléculaires 
pour la sélection et la création de nouveaux porte-greffes d'agrumes 

présentant une tolérance potentielle aux stress biotiques 
et abiotiques est une approche prometteuse.

Présentée par:
Dr. Hamid BENYAHIA

Equipe:  Talha Abdelhak, Chetto Ouiam, Omari Fatima Ezzahra, Beniken Lhou et  Benaouda Hassan.

Institut National de la Recherche Agronomique (INRA), Unité de Recherche Amelioration Génétique des Plantes
et Conservation des Ressources Phytogénétiques



INRA Maroc Citranges

Résistant aux Phytophthora sp.

Tolérant à la Tristéza

Calcaire Exocortis

Salinité/Phytophthora

Productivité

La création et la Sélection  
de nouveaux  porte-greffes

Problème de salinité 
et du calcaire se pose 

Introduction



Amélioration génétique des 
porte-greffes d’agrumes au 

niveau de l’NRA Maroc

Croisement dirigéFusion de protoplastes

Un effort intense est donc consacré au niveau national pour développer de nouveaux porte-
greffes à partir de croisements spécifiquement conçus en utilisant des approches 
conventionnelles et biotechnologiques, en particulier la pollinisation contrôlée et la fusion de 
protoplastes.

Les voies de création de porte-greffes d’agrumes



La tolérance à la salinité et à la tristeza et la 
résistance au Phytophthora sont des caractères 

polygéniques.

Aucun porte-greffe commercial n’associe 
l’ensemble des critères recherchés

Les croisement dirigés pourrait pourraient permettre la recombinaison 
des facteurs génétiques responsables de la tolérance/résitance à ces trois 

contraintes chez un même génotype

Hypothèse

Hypothèse de Recherche 



Objectif

     

     Partant de l'hypothèse du rôle que pourraient jouer les 
croisements dirigé comme technique d'amélioration de la 
résistance des porte-greffe d'agrumes à la salinité et au 
Phytophthora. 

   L’objectif principal est la vérification de telle hypothèse 
dans une perspective de développer de nouveaux porte-
greffes hybrides capables de faire face à ces contraintes 
du verger National. 



 Ce programme a impliqué six géniteurs qui ont été choisis à partir de différents groupes 
(mandariniers, pomélos…) pour leur tolérance  à la tristeza d’abord et pour d’autres 
caractéristiques complémentaires telles que la tolérance à la salinité, le phytophthora et  la 
qualité de la production

Matériel et Méthodes
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❑ Pollinisation

▪ Collecte des fleur pour extraire les grains de pollens

▪    Des fleurs ouvertes à un stade de croissance de 61-62 sur l'échelle phénologique BBCH des 
agrumes  sont choisis au hasard pour la collecte du pollen .

Matériel et Méthodes



Boite de Petri avec graines de 
pollen libre

❖ Un déshydrateur ( morceau de papier)

Placé à une Température ambiante 
 pour 20-48 heures d'obscurité. 
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❖ Le pollen doit être recueilli lorsque les pétales commencent à s'ouvrir (mais avec des 
anthères fermés). 

Déplacer les boites de Petri vers une chambre

T°: 8 º C 
avec H.R: 70-80% pendant une heure

❑ Préparation des grains de pollens

Matériel et Méthodes



❑ Etapes  de la pollinisation

❖ Emasculation et fixation des branches avec des fleurs 

Choix des fleurs:
Fleurs de type simple  au stade 59
Juste avant l’anthèse un jour avant 

l'anthèse

Matériel et Méthodes



Saturation du stigmate avec les grains de pollen

Stade anthèse (fleurs témoins non immaculés) Pollinisation 



Récolte des fruits (7 mois AP) Extraction des graines et semis

Résultats

Elevage de nouveau portes greffes  



200  Plantules  dont  31 zygotique

❖ La morphologie des feuilles a permis l’identification de 31 plantules  d’origine zygotique;

❖ Ces plantules sont choisis pour la multiplication en masse par bouturage et la caractérisation 
moléculaire et physiologique vis-à-vis des contraintes biotiques et abiotiques.

multiplication en 
masse par bouturage

Résultats

Cleo Sunki Pummelo

2 27 2



Extraction de 
l’ADN génomique
(Doyle et Doyle, 
1987)

Détermination du 
niveau de ploïdie par 
cytomètrie en flux

Amplification par 
PCR Révélation des fragments d’ADN par 

coloration au nitrate d’argent 
(Beidler et al., 1982)

Quantification par 
Nanodrop

Paires
D’amorces

Résultats



80 mM 
NaCl

40 mM 
NaCl

❖  Des traitements de salinité ont été appliqués en serre en ajoutant du NaCl à la solution 
d’irrigation à 2 niveaux : 40 mM et 80 mM.

Split-Plot  3 répétitions; 
Salinité en grand parcelle et génotype 
en petite parcelle.

Traitement saline (0, 40, 80 mM NaCl) 

T0 PG1 T1 PG1 T2 PG1       
T0 PG1 T1 PG1 T2 PG1       

T0 PG2 T1 PG2 T2 PG2       
T0 PG2 T1 PG2 T2 PG2       

T0 PG3 T1 PG3 T2 PG3       
T0 PG3 T1 PG3 T2 PG3       

T0 PG4 T1 PG4 T2 PG4       
T0 PG4 T1 PG4 T2 PG4       

T0 PG5 T1 PG5 T2 PG5       
T0 PG5 T1 PG5 T2 PG5       

T0 PG6 T1 PG6 T2 PG6       
T0 PG6 T1 PG6 T2 PG6       

T0 PG7 T1 PG7 T2 PG7       
T0 PG7 T1 PG7 T2 PG7       

T0 PG8 T1 PG8 T2 PG8       
T0 PG8 T1 PG8 T2 PG8       

T0 PG9 T1 PG9 T2 PG9       
T0 PG9 T1 PG9 T2 PG9       

T0 PG10 T1 PG10 T2 PG10       
T0 PG10 T1 PG10 T2 PG10       

 

Blocks

Résultats: Evaluation de la résistance des porte-greffes vis-à-vis de la salinité



Evaluation of 
the tolerance

Morpohological 
indicators

Toxicity 
Symptoms (Goel 

sclae, 1969)

Growth (height, 
diameter, 
biomass)

Number of 
leaves

Physiological 
indicators

Stomatal 
conductance

Leaf Chlorophyll 
Content

Leaf Chloride 
Content

❖ La tolérance à la salinité a été évaluée sur la base de différents indicateurs morphologiques, 
notamment:

- Sévérité des symptomes , la croissance des plantes et le nombre des feuilles;

- Des indicateurs physiologiques a savoir, la conductance stomatique, la teneur en

chlorophylle et l’accumulation du chlorure au niveau des feuilles,

Résultats: La tolérance à la salinité 



❖  L'isolat de P. citrophthora utilisé dans cette expérience a été récupéré du tronc d'un arbre infecté. 

❖  La pathogénicité a été confirmée en inoculant les feuilles et les fruits de pomelo et de citron. 

Phytophthora citrophthora

Résultats: Evaluation de la résistance des porte-greffes vis-à-vis de Phytophthora 
citrophthora



Inoculation des fragments

2 à trois jours 

❖ Le test d’inoculation a été réalisé au laboratoire sur des fragments de tiges  issus des hybrides .

Phytophthora citrophthora

Résultats: Le test d’inoculation 
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❖ L'analyse SSR (Simple Sequence Repeat) a montré un polymorphisme uniquement pour le 
locus TAA15. 

❖ Cela signifie que ce locus présente des variations génétiques parmi les individus étudiés, ce 
qui peut être utile pour des études de diversité génétique ou de parenté.

❖ L’analyse de ségrégation de ce marqueur a révélé que toutes les plantes testées sont 
hétérozygotes à ce locus et ont des allèles en commun.

Résultats:   Characterization moléculaire des porte-greffes



Hierarchical classification of the individuals according to genetic distances as determined by the neighbour joining method

14 hybrides 
confirmés

❖ La classification hiérarchique a confirmé l'origine parentale de 14 hybrides. Parmi ceux-ci, 
9 hybrides proviennent de la mandarine cléopatra, tandis que 5 d'entre eux sont issus du 
pomelo ou de la mandarine sunki. 

Résultats:   Characterization moléculaire des porte-greffes



Cymomètre en flux 

Niveau de ploïdie

Résultats: Niveau de Ploïdie



Tolérance des nouveaux hybrides vis –à-vis de la salinité

❖ Il y a un effet significatif de la salinité de l'eau d'irrigation sur toutes les réponses 
morpho-physiologiques des hybrides à la salinité, à l'exception du poids frais et du poids.

Résultats: Evaluation de la résistance des porte-greffes vis-à-vis de la salinité



❖ Les résultats de l'analyse en composantes principales (ACP) ont révélé une meilleure 
capacité des hybrides H50, H56, H92 et H54 ont toléré des concentrations croissantes de 
sel.

Hybrid 56

13,7 µg/g de MS 

Hybrid 58

65,32 µg/g de MS 

Accumulation de chlorure

Résultats: Projection des variables et des génotypes étudiés sur le plan factoriel (1 x 2) de l'ACP



Symptômes observés 2 jours

Résultats: Evaluation de la résistance  à P. citrophthora

❖ L'analyse de regroupement, prenant en compte tous les paramètres de résistance mesurés, a 
identifié un groupe de 5 hybrides comme étant résistants. Ces hybrides incluent : H52, H56, H45, 
H68 et H92. 



Ce travail a abouti à 
l'identification de 14 
plantes considérées 

comme des hybrides.

L'analyse du 
polymorphisme d'un locus 
SSR a aidé à identifier les 
origines parentales de ces 

Hybrides.

Deux hybrides confirmés 
combinant la tolérance au 
sel avec la résistance à P. 

citrophthora ont été 
identifiés : H56 et H92.

 Les porte-greffes sélectionnés (H56, H92) sont actuellement propagés par 
bouturage et greffage à l'INRA afin d'être testés ultérieurement comme porte-
greffes dans des essais au champ multi-sites.

 Ces tests permettront de caractériser leur comportement dans les conditions 
locales des vergers, leur aptitude à la greffe et leur compatibilité avec les 
variétés commerciales.

Conclusions

Ces hybrides apparaissent comme des candidats prometteurs pour une 
utilisation dans les régions touchées par la salinité et les infections de 
Phytophthora, en remplacement du porte-greffe sensible au CTV, à savoir le 
bigaradier.  



Nouveaux porte-greffes hybrides obtenus
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Nouveaux porte-greffe 

avec des fruits (2024)

Fruits de nouveaux porte-
greffes hybrides

Semences  de nouveaux 
porte-greffes hybrides

Détermination du % de la 
polyembryonie

Préparation association 
V/PG

Conclusions



Merci 
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