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Techniques d'identification des pathotypes
de Xanthomonas campestris pv. citri, agent
du chancre bactérien des agrumes.
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RESUME - Différents pathotypes ont été décrits chez X. c. pv . citri .
Les isolats de chaque pathotype diffèrent par leur agressivité et par
leur gamme d'hôtes .
Les souches peuvent être caractérisées par 1) des tests biochimiques ,
2) par leur sensibilité à trois citriphages, 3) par des tests sérologique s
(immunodiffusion, immunofluorescence, ELISA) utilisant des anti-
corps polyclonaux ou monoclonaux, et 4) par des techniques d e
biologie moléculaire (analyse du polymorphisme de la longueur des
fragments de restriction (RFLP) sur ADN total, étude du conten u
plasmidique) .
Les caractéristiques (avantages, limites) de ces différentes techniques
d ' identification sont évaluées et comparées .

CHARACTERIZATION PROCEDURES OF THE PATHOTYPES O F
XANTHOMONAS CAMPESTRIS PV. CITRI, THE CAUSAL AGEN T
OF THE CITRUS BACTERIAL CANKER DISEASE.
C . VERNIERE, O . PRUVOST, J . LUISETTI, M . DEVAUX and
A . COUTEAU.
Fruits, Numéro spécial Agrumes 1992, p .169-173 .

ABSTRACT - Xanthomonas campestris pv . citri, the causal agent o f
Citrus bacterial canker disease (CBCD) is identified under variou s
pathotypes of recognized specific virulence and host range .
Different strains of X . c . pv . citri can be characterized by clinica l
tests such as 1)biochemical assays 2) the sensitivity to three differen t
citriphages 3) serological tests developed with polyclonal or mono -
clonal antisera : immunodiffusion, immunofluorescence, ELISA ,
and 4) restriction fragments length polymorphism (RFLP) analyses
on total DNA or plastid DNA .
The constraints and possible advantages of these various technique s
are discussed in a comparative evaluation .

INTRODUCTIO N

Xanthontonas campestris pv. citri (Hasse 1915) Dye
1978 est la bactérie responsable du chancre bactérien des
agrumes (CBA) ou chancre citrique (appelé Citrus bacteria l
canker disease par les Anglo-saxons) (DYE et al., 1980) .
Le terme de pathovar est défini comme une subdivisio n
intraspécifique réunissant un ensemble de souches sur la
base de leur pouvoir pathogène vis-à-vis d'une ou de plu-
sieurs plantes hôtes .

La majorité des espèces d'agrumes ainsi que les genres
proches de la famille des Rutacées sont sensibles à ce genre .
Xanthomonas campestris pv. citri est présent à l'état endé-
mique en Mie et existe dans la plupart des pays de la zon e
agrumicole tropicale (CIVEROLO, 1984 ; KOIZUMI ,
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1985). Il peut entraîner des dégãts importants comme -
récemment dans l'archipel des Maldives cul il constitue u n
facteur limitant de la production locale (ROISTACHE R
et CIVEROLO, 1989) .

Différentes formes de CBA ont été décrites en fonctio n
de leur origine géographique et de l'expression du pouvoir
pathogène de Xanthomonas campestris pv . citri sur diffé-
rents hôtes . Ces formes doivent être considérées comme de s
variants de l'agent causal . Elles constituent une subdivision
intra-pathovar, et sont appelées pathotypes (DYE et al. ,
1980) :

• le pathotype A, correspondant au chancre asiatique, pos- ,
sède le spectre d'hôtes le plus large et se retrouve dans l a
majeure partie des pays concernés par la maladie. II a été
observé pour la première fois au Japon à la fin du 19e siè-
cle (CIVEROLO, 1984), bien que la maladie semble origi-
naire du subcontinent indien (FAWCETT et JENKINS ,
1933) ;
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• le pathotype B, agent du chancre sud américain, est conn u
depuis 1923 . Il est présent en Argentine, en Uruguay, et
probablement au Paraguay (ROSSETTI, 1977) . Il est apparu
sur Citrus limon et affecte essentiellement les citronnier s
et les limettiers ;

• le pathotype C, agent du chancre de la lime mexicain e
(Citrus aurantifolia), a été découvert en 1963 au Brésil . I l
semble limité à ce pays et restreint à la lime mexicain e
(NAMEKATA et OLIVEIRA, 1972 ; ROSSETTI, 1977).
Après inoculation artificielle, cette forme est faiblemen t
agressive sur limettiers de Perse et de Tahiti et sur citron -
nier 'Eureka' et citronnier de Sicile (NAMEKATA et BAL-
MER, 1977) :

• le pathotype D a été observé en 1981 sur lime mexicain e
au Mexique . Il ne semble pas induire de symptômes su r
fruits (SANCHEZ et LOAIZA, 1983 ; SANCHEZ-ANGUTA-
NO et FELIX-CASTRO, 1984) . Devant la difficulté à isoler
des germes de type Xanthomonas et à reproduire artificielle -
ment les symptômes de cette maladie, baptisée «Citrus Lea f
Spot», un autre agent causal a été recherché . Un champi-
gnon, Alternaria sp ., a été constamment isolé et le postulat
de Koch a pu étre confirmé . La plupart des souches d e
Xanthomonas isolées au Mexique sont probablement de s
épiphytes opportunistes (BECERRA et al . . 1988) . Une seule
souche de X.c. pv. citri, dont le pouvoir pathogène a été
confirmé, a été isolée au Mexique (XC 90 de E .L . Civerolo) .
Cette souche n'a jamais pu étre distinguée nettement de s
souches du pathotype B, et ce quelles que soient les techni-
ques utilisées ;

• le pathotype E, agent du chancre des pépinières o u
«Citrus Bacterial Spot Disease» (CBSD) . II est apparu en
1984 en Floride sur Citrumelo cv. Swingle (Poncirus trifo-
liata .v Citrus paradisi) qui semble ètre son hôte de loin l e
plus commun, bien que la maladie ait été parfois observé e
sur pomelo (Citrus paradisi) . La symptomatologie de cette
maladie a été décrite de façon détaillée par SCHOULTIE S
et al. (1985) . Elle se distingue par l'absence de pustules
chancreuses sur les organes . La dénomination CBS ser a
utilisée pour ces souches dans la suite de cette note .

En se basant sur des données génétiques et sur l'expres -
sion du pouvoir pathogène, GABRIEL et al. (1989) on t
proposé de reclasser les souches du type A au sein de l'espè -
ce Xanthomonas citri (ex . Hasse) et d'installer les souches
des types B, C, D et celles du type CBS dans deux nouveau x
pathovars appelés respectivement X. campestris pv . auran-
tifolii pv . Nov. et X. campestris pv . Citrumelo pv . Nov .
Cette proposition a été contestée par différents auteur s
(VAUTERIN et al., 1990 ; YOUNG et al., 1991 ; VAUTE-
RIN et al., 1991) . De nombreux auteurs américains s'ac-
cordent cependant à exclure du pathovar cirri les souches
induisant le «Citrus Bacterial Spot Diseases . Ces souches
sont momentanément dénommées X. campestris / CBS
tant que leur position taxonomique ne sera pas clairemen t
établie .

L'identification correcte et rapide d'un pathogène es t
indispensable et nécessaire au préalable d'une lutte efficace
contre toute maladie . Quand elle est réalisable, la caracté-
risation de différents types de pathogènes chez l'agen t
responsable peut étre déterminante par rapport à la lutte
à mener. Dans le cas étudié, la spécificité d'hôte observé e
chez Xanthornonas campestris pv . citri et l'existence d'une

variabilité dans l'expression du pouvoir pathogène chez le s
différents pathotypes (NAMEKATA et BALMER. 1977
STALL er al . . 1982 ; GRAHAM et GOTTWALD . 1990 )
rendent primordiale une identification précise des souches .

Le but de cette note est de présenter certaines des
techniques d'identification utilisées actuellement et d e
discuter de leurs avantages et de leurs limites .

LES TECHNiQUES D'iDENTIFICATION

La caractérisation biochimique . .

L'emploi de tests biochimiques et physiologiques che z
les Xanthomonas ne peut permettre une identification des
pathovars (DYE . 1962) . Elle ne permet qu 'une identifica-
tion du genre .

Cependant, les réponses vis-à-vis de certains tests bio-
chimiques et physiologiques montrent clairement l'existenc e
d'une variabilité entre les pathotypes du pathovar citri
(VERNIERE et al. . 1991) . Trois profils biochimiques dif-
férents permettent de distinguer facilement certains patho-
types entre eux :

• le premier groupe comprend les souches du pathotype A
et celles de type CBS . Elles hydrolysent la gélatine et la
caséine et poussent en présence de NaCl à 2 p . 100 ;

• le second groupe est constitué des souches qui n'hydroly-
sent ni la gélatine, ni la caséine et dont la croissance est
inhibée par une concentration de 1 p. 100 de NaCl . 11
comprend les souches du pathotype B et la souche de typ e
D ;

• le troisième groupe renferme les souches de'type C qu i
hydrolysent la caséine mais pas la gélatine . Ces souches
peuvent pousser en présence de 1 p . 100 de NaCI mais leur
croissance est fortement ralentie par une concentration d e
2 p . 100 de NaCl .

Les bactériophages et la lysotypie .

Les souches de Aauthonu uas ra•up-stris ps . citri
peuvent étre différenciées par l'action lytique de troi s
bactériophages de référence appelés citelphages CPI . (P2 e t
CP3 IWAKIMOTO . 1967 , GOTO et al. . i98G, . La Techni-
que utilisé permettant de comparer la sensibilité des souche s
bactériennes à chacun des phages est la lysotypie (ADAMS .
1959 ) . Trois lysogroupes peuvent être séparés :

• le lysogroupe 1 est défini par l'abbenee de lyse en présen-
ce de trois phages CP1 , CP2 et CP3 . Il comprend les souche s
du type C. celles de type CBS et certaines souches du typ e
A ;

• le lysogroupe 2 regroupe les souches sensibles,A l ' un C u
l'autre des phages CP1 et CP2 ou à ces deux phagtss . Seules
des souches de type A appartiennent à ce groupe ;

• le lysogroupe 3 distingue les souches sensibles au seul
phage CP3 . Il est constitué par les souches du type B et la
souche de type D .



17 1Numéro spécial Agrumes 199 2

Les techniques sérologiques .

■Utilisation d'anticorps polyclonaux .

A partir de cellules bactériennes entières vivantes ou
tuées, des sérums polyclonaux peuvent étre obtenus . Parm i
les techniques sérologiques disponibles, la technique de l'im-
munofluorescence indirecte (FAURE et al., 1977) et la
technique de l'immunodiffusion (OUCHTERLONY, 1948 ;
HAMPTON et al., 1990) ont été utilisées . Chacun des anti-
sérums dirigé contre un pathotype a développé une spécifi-
cité importante vis-à-vis des souches de ce pathotype ;

• les souches du pathotype A ne réagissent qu'avec les sé-
rums anti-A et ne donnent qu 'un très léger précipité no n
caractéristique ou une fluorescence à faible dilution en pré-
sence des antisérums B, Cou E ;

• les souches des pathotypes B, C et D donnent une répon-
se identique vis-à-vis de l'ensemble des antisérums dévelop-
pés contre des souches bactériennes appartenant aux type s
B et C, et ce quelle que soit la technique utilisée . Au sei n
de ce groupe, l'antisérum anti-CFBP 2901, souche dupatho-
type B, fait apparaitre nettement deux sous-groupes par im-
munodiffusion (coalescence ou présence d'un éperon) . Une
faible affinité vis-à-vis de l'antisérum E a été observée pa r
immunofluorescence . Ces souches ne développent qu'un e
très faible affinité avec les antisérums A utilisé s

• les souches de type CBS testées ont un profil propre .
Elles ne réagissent pas avec les antisérums A et faiblemen t
avec les antisérums B et C par immunofluorescence .

L'emploi d'anticorps polyclonaux permet donc de sé -
parer rapidement et avec une grande spécificité les souches
du pathotype A développant un pouvoir pathogène impor-
tant . Parmi les autres pathovars testés, des réactions croi-
sées ont été observées avec les pathovars ,nanil,otis e t
on'zae (antisérum A) et mangiferaeindicae et phaseoli
(antisérum B) .

Ces résultats sont en accord avec ceux décrits dans l a
littérature . Il apparaft que l'immunodiffusion soit la techni-
que la mieux adaptée à la différenciation des souches au
sein d'un même organisme (SCHAAD, 1979) . Son inconvé-
nient majeur tient dans la quantité d'antisérum nécessair e
à l'obtention d'une réaction antigène/anticorps franche . De
plus, les techniques sérologiques, de part la réaction anti-
gène/anticorps hautement spécifique mise en jeu, néces-
sitent une grande standardisation .

■Utilisation d'anticorps monoclonaux .

L'utilisation des anticorps polyclonaux est limitée pa r
certains facteurs . La réponse des animaux immunisés, pa r
exemple, ne peut étre contrôlée, d'où le développement d e
l'emploi des anticorps monoclonaux qui offrent une grand e
stabilité au niveau des anticorps produits.

Sept anticorps monoclonaux ont été produits contr e
différentes souches de X. c. pv. citri (ALVAREZ et al. ,
1987 ; ALVAREZ et BENEDICT, 1990, ALVAREZ et al. ,
1991) . Ces anticorps peuvent étre utilisés avec un gran d
nombre de techniques . Cependant, c'est la technique ELIS A
qui est préférentiellement utilisée à des fins d'identificatio n
de souches . Aucun de ces anticorps n'est capable de réagir,

soit avec l'ensemble du pathovar citri, soit avec l'ensembl e
des souches composant un des pathotypes décrits :

• l'anticorps Al réagit avec un fort pourcentage de souche s
appartenant au pathotype A . Cependant . des souches ré-
cemment isolées d'Inde, d'Oman, et d'Arabie Saoudite n e
réagissent pas avec cet anticorps, alors que d 'autres techni-
ques semblent montrer que ces souches appartiennent au
pathotype A . L'appartenance de ces souches à ce pathotyp e
reste néanmoins à confirmer avec d'autres technique s
(RFLP, analyse du contenu plasmidique) ;

• l'anticorps A2 ne réagit qu'avec environ '15 p . 100 des
souches étudiées. Cet anticorps ne reconnaît que des sou -
ches de pathotype A sensibles au bactériophage CP1 ;

• l'anticorps BI ne réagit qu'avec une seule souche d u
pathotype B (CFBP 2901) ;

• l'anticorps B2 réagit avec la majorité des souches de type
B isolées en Argentine et en Uruguay . Il ne reconnaft ce -
pendant pas les souches CFBP 2868 et 2901 . Il réagit
également avec les trois souches de type C disponible s
et avec la souche de type D ;

• l'anticorps B3 réagit avec les souches CFBP 2868 et 2901 .
non reconnues par l 'anticorps B2 ;

• l'anticorps Cl reconnaft la souche CFBP 2866, mais n e
réagit pas avec les deux autres souches de type C disponible s
(CFBP 2905 et 2906) ;

• l'anticorps CBS1 reconnaft toutes les souches de typ e
CBS-A (HARTUNG et CIVEROLO, 1991) . Ces souche s
sont les seules induisant des symptômes de type <(Citru s
Bacterial Spot Disease» et présentant une activité pathogè-
ne indiscutable sur citrumelo en Floride .

L'emploi des anticorps monoclonaux a permis d'élimi-
ner certaines des réactions croisées mises en évidence lors
de l'utilisation des anticorps polyclonaux, mais ne perme t
pas de les supprimer totalement .

Les études génétiques (RFLP sur ADN total) .

Ce système (HARTUNG et CIVEROLO, 1989) est bas é
sur les profils d'hybridation en «Southern blot» de 7 frag-
ments génomiques d'environ 20 kb (et n'hybridant pas en-
tre eux) avec l'ADN total de souches digéré par EcoRI . Par
cette technique, les souches de X .c . pv. citri sont clairemen t
différenciables des souches de type CBS . Dans le premie r
sous-groupe, constitué des souches de X. c . pv . citri, il es t
possible de différencier nettement les souches appartenan t
au pathotype A des souches appartenant aux pathotypes
B, C et D. Ces trois derniers pathotypes présentent de s
profils d'hybridation relativement similaires . Dans le second
sous-groupe, composé des souches de type CBS, il est possi-
ble de différencier les souches dénommées CBS - A (au
pouvoir pathogène indiscutable) des souches CBS - B (trè s
faiblement agressives, et qui sont désormais conti érées
plus comme des opportunistes que comme de réels patho-
gènes) .

DISCUSSION — CONCLUSION

Il existe donc différents groupes de techniques pou r
identifier les pathotypes de X. c . pv . citri . Les souches
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peuvent étre identifiées grâce à des tests biochimiques ,
sérologiques, lysotypiques, ou par la technique des RFL P
sur ADN total . Les tests décrits présentent certaines limites .
Elles sont exposées ci-après :

• l'emploi des tests biochimiques permet de distinguer les
types A/CBS, les pathotypes B/D et le pathotype C . Ils ne
permettent pas de séparer le type A du type CBS qui on t
des conséquences économiques très différentes. Ces test s
ont l'avantage d'étre simples à mettre en oeuvre et peu
coiiteux . Ils peuvent donc étre utilisés assez facilement pa r
des laboratoires dans les pays en voie de développement .
Ils sont basés sur une réaction d'hydrolyse de la gélatine ,
de la caséine, et sur la tolérance des souches au chlorure d e
sodium . Tous les autres Xanthomonas et d'autres genres
bactériens peuvent donner les mémes types de réponse que
ceux obtenus avec les souches de X. c. pv . citri . Si ces tests
présentent donc un intérét pour l'identification des patho-
types, il est impératif que l'appartenance des souches au
pathovar citri ait été préalablement démontrée par de s
tests de pouvoir pathogène ( s ) . L'identification biochimiqu e
est peu rapide. Il faut, en effet, compter environ une semai -
ne pour obtenir les résultats du test de pouvoir pathogène ,
et une semaine supplémentaire servant à l'incubation de s
tests biochimiques ;

• la lysotypie présente également certaines limites . Si cette
technique peu coûteuse peut s'avérer très spécifique pour
reconnaftre les souches du pathotype B (sensibilité a u
phage CP3), elle ne permet pas de distinguer nettement le s
souches de type A des souches de type C et CBS ;

• la sérologie permet une assez bonne identification de s
souches. Il est facilement possible de distinguer les souches
de X. c. pv . citri des souches de type CBS par cette techni-
que. Au sein du pathovar cirre, les souches du pathotype A
sont facilement différenciables de celles des autres pathoty-
pes. En routine, l'anticorps monoclonal Al est utilisé pour
identifier les souches de type A (le seul ayant une fort e
incidence économique), et un mélange des anticorps B2 et
B3 est utilisé pour identifier les souches des pathotypes
B/C/D (induisant des formes bénignes de la maladie sur un e
gamme d'hôtes très limitée) . Les pathotypes B, C et D
montrent de grandes affinités sérologiques et des tests com -
plémentaires (tests biochimiques ou lysotypiques) son t
nécessaires à leur caractérisation propre. L'anticorps CBS I
permet, lui, de distinguer les souches fortement agressive s
de X. campestris induisant le «Citrus Bacterial Spot » (bap-
tisées CBS - A) des souches très peu agressives (CBS - B) .

Le problème des souches du subcontinent indien ne
réagissant pas avec les anticorps disponibles est en cours d e
solutionnement . De nouveaux sérums contre ces souches
ont été fabriqués (ALVAREZ, communication personnel -
le) . De plus, une étude approfondie qui permettra de préci-
ser la position de ces souches au sein des pathotypes d e
X. c. pv. citri est en phase d 'initiation .

* - il n'existe pas de tests de pouvoir pathogène efficients pour la
distinction des pathotypes de X. c. pv. citri.

En ELISA, on obtient une réponse rapide (24 heures) .
Ce temps de réponse pourrait encore étre raccourci pa r
utilisation de la technique «dot-blot» sur membrane d e
nitrocellulose .

Néanmoins, l'utilisation des anticorps monoclonaux
n'a pas permis d'éliminer totalement les réactions croisées ,
qui se limitent à quelques membres du genre Xanthomo-
nas . Une affinité de souches saprophytes de Xanthomonas
isolées d'agrumes en Argentine a été constatée avec l'anti-
corps B2 . Le couplage de ce test avec celui du pouvoi r
pathogène est donc prudent, mais fait perdre .l'intéré t
principal de la technique ELISA qui ,réside dans son temp s
de réponse très court ;

• la technique des RFLP permet une distinction très nett e
des souches de X. c. pv. citri et des souches de X. campes-
tris/CBS . Au sein du pathovar citri, les souches du patho-
type A sont facilement différenciables de celles des autre s
pathotypes . II n'est pas aisé de différencier les souches de s
pathotypes B, C et D par la technique des RFLP. En revan-
che, cette technique permet de distinguer facilement le s
souches fortement agressives induisant le «Citrus Bacteria l
Spot Disease» (CBS - A) des souches très peu agressive s
(CBS - B) . Bien que des études complémentaires restent
à réaliser, il semble qu'aucune autre bactérie testée ne pré-
sente des profils similaires à ceux obtenus à l'aide des sou -
ches de X. c. pv . cirre . Un test de pouvoir pathogène, tech-
nique assez délicate à réaliser pour des non-spécialistes ,
ne semble pas indispensable à réaliser. Cette techniqu e
présente une très bonne spécificité, meilleure que cell e
offerte par les techniques sérologiques, mais est beaucoup
plus longue à mettre en oeuvre . Le temps de réponse
se situe aux alentours d'une semaine .

Il n'existe pour l'instant aucune technique parfaite
(alliant très bonne spécificité et temps de réponse très
court) pour identifier les pathotypes de X. c. pv . citri .
De plus, étant donné le faible nombre de souches des pa-
thotypes B (8), C (3), et D (I) disponibles au niveau inter-
national, il parait dangereux de baser l'identification d e
souches de X. c. pv . cirre sur un seul critère . Ceci est d'au -
tant plus vrai que, malgré le faible nombre de souches d e
type B et de type C disponibles, l'existence d'une assez
grande variabilité interne à ces pathotypes a été mise e n
évidence en utilisant les techniques sérologiques et le s
RFLP . Le choix des tests est fonction principalement d u
niveau d'équipement des laboratoires, associé au coût de s
réactifs nécessaires .

Des travaux récents sur l'ADN plasmidique de X . c .
pv . citri (PRUVOST et al., sous presse) permettent de
penser qu'une technique d'hybridation en «Souther n
blot» de l'ADN total avec une sonde d'origine plasmi-
dique pourrait voir le jour. Elle permettrait d'allier des
niveaux de spécificité comparables à celle du systèm e
RFLP de HARTUNG et CIVEROLO (1989) avec un temp s
de réponse plus court (48 heures environ au lieu d'une
semaine) .
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TECNICAS DE IDENTIFICACION DE LOS PATOTIPOS D E
XANTHOMONAS CAMPESTRIS PV . CITRI, AGENTE DEL.
CANCRO BACTERIANO DE LOS CITRICOS .
C . VERNIERE, O . PRUVOST, J . LUISETTI, M . DEVAUX y
A. COUTEAU .
Fruits, Numéro spécial Agrumes 1992, p . 169-173 .

RESUMEN - Diferentes patotipos han sido descritos para X.-Ic. pv .
cirri . Las cepas de cada patotipo varían segun su grado de agresivida d
y su gama de hóspederos .
Las cepas pueden ser caracterizadas 1) por pruebas bioquímicas ,
2) por su sensibilidad a tres citrifagos, 3) por pruebas serológica s
(inmunodifusíon, inmunofluorescencia, ELISA) utilizando anti-
cuerpos policlonales o monoclonales, y 4) con técnicas de biología
molecular (análisis del polimorfismo de la longitud de los fragmen-
tos de restricción (RFLP) sobre ADN total, estudio del contenid o
plasmi'dico) .
Las características (ventajas, límites) de estas diferentes técnicas de
identificación son evaluadas y comparadas.
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