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1 - INTRODUCTION. 

Le chancre citrique ou "Citrus Bacterlal Canker Dlsease" (CBCD) est une maladie bactérienne 
causée par XanthcmJllëlls ampesrrls pathovar clrrl (Hasse 1915) Oye 1978 (X.c.pv.c.) (21). 11 affecte la 
majorité des espèces d'agrumes (faml l le des Rutacées) ainsi que d'autres Rutacées sauvages. X.c.pv.!:.!_ 
est présent dans la plupart des pays de la zone agrumlcole trop Ica le où Il occaslone des dégâts qui 
peuvent être Importants. Il est largement répandu en Asie à l'état endémique. Toutefois, li n'a pas 
encore été détecté dans le bassin médltérranéen (3,4,5,11, 12,13,14,17,22,30,32,43,44,46,47,53,55). 

Au sein de ce pathovar, on distingue plusieurs formes ou pathotypes Initialement décrits en 
fonction de leur spectre d'hôtes et de leur origine géographique : 

-le type A, correspondant au chancre asiatique, possède le spectre d'hôtes le plus large et 
se retrouve dans la majeure part!e des pays concernés par la maladie. Il a été observé pour la 
première au Japon à la fin du 19 siècle (17). 

-le type B, agent du chancre sud américain, a été décrit en 1923; Il est présent en 
Argentine, en Uruguay et au Paraguay. Il est apparu sur Cirrus lemon et affecte essentiellement les 
citronniers et les limettiers. 

-le type C, agent du chancre de la lime mexicaine (Cirrus auran~lfolla), a été découvert en 
1963 au Brésil. Il semble limité à ce pays et restreint à la lime mexicaine (39,46). Selon Kolzuml 
(1985), cette forme serait faiblement pathogène sur limettiers de Perse et de Tahiti et sur citronnier 
11Euréka 11 et citronnier de Slcl le (33) • 

• 
Enfin plus récemment, deux nouveaux types ont été décrits : 

-un type D est apparu en 1981 sur lime mexicaine au Mexique; Il n'entraîne pas de 
symptômes sur fruits (45,48,49). L'association constante de la bactérie avec la maladie demande encore 
à être confirmée (27). Stapleton et Garza-Lopez (1988) préfèrent alors nommer la maladie "citrus leaf 
spot dlsease" (LSD) (52). 

-un type E correspondant au chancre des pépinières est apparu en 1984 en Floride sur 
cltrumelo (Ponclrus rrlfollafa x Cirrus paradlsl cv. swlngle) qui semble être son hôte le plus commun. 
Il se distingue par l'absence de pustules chancreuses sur les feuil les (31,50,51). 

Pour appuyer cette classification Interne au pathovar,de nombreuses études portant sur les 
caractères bactériologiques-et plus récemment sur des aspects génétiques ont été réalisées. 

Goto e~ al. (1980) distinguent les types A et 8 sur leur capacité à utl llser certains sucres 
et caractérisent le type B par sa senslblllté à un phage spécifique CP3 (28). Les types A et C ne sont 
pas clairement séparés par la lysotyple (40,42,54). 

La sérologie permet de distinguer les types A et C par la technique de diffusion en gélose 
(6,39) et la technique ELISA (7) alors que le type 8 montre des affinités avec le type C (15,16). 
l'emploi d'anticorps monoclonaux distingue les types A et C (8) et fait apparaître des variants au 
sein du type D (2). 

Clverolo (1985) sépare les types A,B et C par leur contenu plasmldlque (18). Le type E montre 
à la fols un profil plasmldlque différent et hétérogène (37). 
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Par une étude du DNA, Hartung et Clverolo (1987) et Gabriel e~ al. (1988) séparent le type A 
des types B, Cet D qui ne sont pas différenciés. Le type E est séparé. (25,29) 

Notre traval 1 concerne l'étude de la varlabl l lté de X.c.pv.~. L'objectif est de préciser les 
caractéristiques de la bactérie et leurs variations au sein du pathovar cltrl. La maitrise de ces 
données est une première étape en vue d'une étude ultérieure de la mal ad le sous son aspect 
épidémiologique. D'autre part, ce travail devrait permettre de faire apparaître les réalités d'une 
subdivision au sein du pathovar cltrl et ses limites. 

i - MATERIEL ET METHODES. 

2-1 - Les souches. 

Un certain nombre de souches proviennent de collections ou laboratoires étrangers. D'autres 
sont Issues d'isolements antérieurs réalisés à partir d'échantillons reçus au laboratoire (Qnan, 
Chine, Réunion). En outre, des Isolements ont été réalisés au cours du stage à partir de dl lacérations 
d'échantl llons envoyés de la Réunion. La liste des souches et de leur origine est présentée en 
annexe 1. 

2-2 - Miiieux de culture, entretien des souches. 

L'isolement des souches au laboratoire a été réalisé sur les ml lieux suivants: LPGA (extrait 
de levure:7g.; blogélytone:7g. ; glucose:7g.; agar: 15g. ; eau dlstll lée (e.d.):lOOOml ; 
cyclohexlmlde:50ppm; pH:7) ,LPGA + céphalexlne (40ppm), LPGA + céphalotlne (33ppm) + mezlocllllne 
(32ppm), ml lieu LPA'A de Monnier (extrait de levure:5g.; bactopeptone:5g. ; amidon de maTs:5g. ; 
agar:15g. ; e.d.:1000ml ; mezlocll llne:32ppm; céphalotlne:33ppm) (38). 

Les souches bactériennes sont observées en culture sur différents milieux: ml leu LPGA, ml leu 
LPA'A et un mllleu SMB (saccharose:lOg.; bactopeptone:5g. ; K

2
HP0

4
:0,5g. ; MgS0

4
,7H

2
0: 0,3g.; agar 

purifié Dlfco:15g. ; e.d.:1000ml) favorable à la croissance du type B de X.c.pv.~ (T9). 

Les différents tests biochimiques sont réalisés selon les méthodes décrites par Gardan et 
Lu l settl (26). 

Le mllleu MEVAG est testé pour l'étude de la vole d'asslmllatlon du glucose (peptone:3g. ; 
KCL:5g. ; glucose:10g. ; rouge de phénol:0,02g. ; e.d.:1000ml ; pH:8,5-9 avant autoclavage; 13ml/tube 
de Yvan Ha 1 1 ) •. 

Les souches sont entretenues sur LPGA et repiquées environ tous les 4 jours. Elles sont 
conservées dans de l'eau dlstll lée stérile (e.d.s.) à -18°c ou sous forme lyophilisée. 

L'incubation des boîtes de culture se fait dans une étuve à 28°c et à l'obscurité. 
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2-3 - Utilisation des substrats carbonés 

2-3-1 - en milieu gélosé. 

Les milieux de Goto (28) et de Oye (20) sont mis en co~aralson pour l'utlllsatlon de 
certains sucres. Les boîtes g21osées sont ensemencées à l'aide d'un multlensemenceur par dép8t de 
gouttes calibrées (environ 10 bact./goutte). On réalise deux répétitions par souche et par sucre. On 
note une croissance positive quand la culture est bont>ée ou le nombre de colonies supérieur à 10. Un 
voile ou un nombre de colonies Inférieur à 10 sont notés par un signe négatif. 

2-3-2 - sur plaques API. 

Des plaques commerclallsées par API et contenant une ganme de sucres, d'acides organiques et 
d'acides aminés sont ensemencées par addition d'une suspension bactérienne (106bact./ml) jusqu'à 
obtention d'un dôme au dessus des cupules. La suspension est réalisée à partir d'une culture de 24h 
sur milieu LPGA. On étudie 2 souches par type de X.c.pv.~ sauf pour le type C où une seule souche a 
été retenue pour l'étude. Une seule répétition par souche est effectuée. La lecture se fait à 3, 6 et 
9 jours. On note l'apparition d'un trouble dans la cupule. 

2-4 - Sensibilité aux bactériophages. 

2-4-1 - Isolement de phages tempérés. 

On a recherché des phages tempérés sur des souches "réunionnaises" selon la méthode 
cla1slque. La libération des prophages a été induite par le passage des suspensions bactériennes 
(10 bact./ml) sous un rayonnement ultravlol~t PTBdant 1 mn. (tube UV 254nm). Les phages obtenus sont 
enrichis jusqu'à obtention d'un titre de 10 -10 u.f.p./ml puis conservées dans de l'e.d.s. à -1s•c. 

2-4-2 - Lysotyple. 

Les souches sont testées vis à vis de l'action lytique des 3 bactériophages de référence, 
CPl, CP2, CP3, Isolés au Japon et des prophages obtenus. 

CPl et CP2 sont des bactériophages tempérés alors que CP3 est un bactériophage virulent Isolé 
du sol. 

CPl, CP2, et CP3 ont été au préalgble multipliés respectivement sur XC62, JB3-5 et XC64 
jusqu'à obtention d'un titre de environ 10 bact./ml • 

• 

7 
Les boîtes de milieu gélosé LPGA sont ensemencées en nappe par une suspension bactérienne de 

10 bact./ml préparée à partir d'une culture de 24h sur mllleu LPGA. L'excès est éliminé et les boîtes 
sont mises à sécher sous la hotte à flux laminaire pendant 15mn. 

Les suspensions phaglques sont dosées au titre de la dilution de routine (lDR) et à une 
concentration 10 fols supérieure à ce titre. Une goutte calibrée de chaque dilution (20 mcl) est 
déposée sur la nappe bactérienne. On effectue 2 répétitions par dilution et par souche. On note 
l'apparition soit d'une lyse confluente, soit de plages de lyse. 
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2-5 - Senslblllté aux antlblotlgues - Détermination des concentrations minimales 
Inhibitrices (CMI). 

Les différentes substances à étudier sont ajoutées dans du milieu LPGA (sans cyclohexlmlde) 
en surfusion. Des boites sufflsa.ament sèches sont ensemencées à l'aide d'un multlensemenceur par dépôt 
de gouttes calibrées (environ 10 bact./goutte). Les suspensions sont réalisées dans de l'e.d.s. à 
partir de culture de 24h sur milieu LPGA. La souche P209 (Staphylococcus aureus) est prise comme 
témoin de référence et des boites de LPGA sont utilisées comme témoin de croissance. On réalise 2 
répétitions par souche et par antibiotique. 

La lecture se fait après 48h d'incubation à 24-25•c. La notation utilisée est la suivante 

- positif croissance ou colonies Isolées (nombre supérieur à 10). 

- négatif léger voile ou quelques colonies Isolées. 

2-6 - Etude sérologique. 

2-6-1 - obtention du sérum. 

Des souches bactériennes sélectionnées en fonction de leur appartenance à un type de chancre 
ou de leur origine géographique et cultivées sur milieu NYGA, sont mises en suspension dans de l'eau 
physiologique taflllonnée (NaCl:Sg d Na HPO ,12H

2
0:2,7g ; NaH

2
PO ,2H 0:0,4g ; e.d.:1000ml ; pH:7,2). Les 

suspensions, contenant environ 10 bac~.!m1, sont placées dans ~e l~eau à ébul lltlon pendant 60mn puis 
réparties en doses de lml et congelées à -1a•c. 

Des lapins de la race "Fauve de Bourgogne" sont Immunisés par Injection de la suspension 
préparée dans la veine marginale de l'oreille selon le protocole suivant: 

- Jour t
0 

: prélèvement témoin. 

- première semaine 4 Injections avec des quantités de suspension de 0,5 à 0,8ml. 

- deuxième semaine repos. 

- troisième semaine : 4 Injections avec des quantités de suspension de 0,5 à 0,8ml. 

- jour t + 24 : prélèvement pour le titrage. 
0 

Les prélèvements sont réalisés par coupure au niveau de l'orell le. Après la formation du 
caillot sanguin, le sérum est récupéré puis centrifugé à 3000 tr/mn pendant 10mn. Il est conservé dans 
un égal volume de glycérol à +6•c. 

2-6-2 - étude des relations antlgénlgues : technlgue de l'lmmunofluorescence Indirecte. 

Le protocole suivi est une modification de la technique décrite par Faure et al. en 1977. 
(23) (annexe 2). 

On note la présence de corps bactériens fluorescents aux différentes dilutions de 
l'lmmunsérum. 
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2-7 - Etude du pouvoir pathogène et de la sensibilité des hôtes - Effet de la dose 
d"'lnoculum. 

Cette étude a été réalisée en prenant une souche de chaque pathotype (416/type A, XC96/type 
B, 380/type C, T20/type D, F6/type E) et une souche réunionnaise JA143. 

Les espèces et cultivars suivants ont été Inoculés : Cli'rus volkamerlana, c. lemon cv. 
"Euréka", c. slnensls cv. "Thomson" et cv. "Pl ne apple", c. auran-tlfolla ( l lme de Tahiti) et des 
cultivars hybrides ; mandariniers cv. "Clémentine" et cv. "Beautyn, tangor cv. "Ortanlque" et tangelo 
cv. 11Mlnneola 11 • 

Les Inoculations se font par plqOres et dépôt d'une goutte de suspension faite dans d~ 
l"'e.d~s. à partir de culture de 24h sur milieu LPGA. On travaille aux dilutions suivantes: 10, 107 

et 10 bact./ml. On utilise 3 plantes par espèce ou cultivar, soit une plante par dilution. On 
sélectionne au hasard 2 feuil les par plante pour une souche. On réalise 10 piqûres par feuille, 5 de 
chaque côté de la nervure centrale. 

Les plantes sont maintenues en serre (température variant de 20 à 4o•c, humidité de 50 à 
90%). 

On note l'apparition de symptômes caractéristiques (pustules chancreuses, tâches huileuses). 

3 - RESULTATS-DISCUSSION 

3-1 - Caractères culturaux, Isolement des souches. 

Les colonies de X.c.pv~sur le ml l leu LPGA apparaissent borrbées, muqueuses, rondes, de 
couleur Jaune pall le à Jaune d'or. Leur croissance est relativement lente (colonies de 1 à 2 mm après 
3 Jours). Sur le milieu LPA"'A, les colonies peu muqueuses ont une taille réduite (0,5 mm après 3 
Jours). El les s'entourent d'un halo clair consécutif à l'hydrolyse de l'amidon présent dans le milieu. 
Les colonies prennent une couleur Jaune pâle. Les colonies sur le mllleu SMB sont plus grandes et plus 
muqueuses que sur le ml lieu LPGA. 

Les souches des types B et Cet la souche XC90 (type D) se distinguent-par une mucosité plus 
faible, une couleur Jaune d'or et une croissance plus lente que les autres souches sur le milieu LPGA, 
notamnent pour XC64, XC69 et XC70. Leur croissance est plus Importante sur le milieu SMB. Elle est 
plus faible, ou nul le pour XC64 et XC69, sur le mllleu LPA"'A. 

Lors des Isolements, l'emploi du milieu LPA"'A a permis une sélection plus aisée des 
bactéries, limitant le développement des germes cornnensaux. De plus, la présence d'un hal~ lié aux 
bactéries recherchées facilite leur reconnaissance. Toutefois, la croissance très faible de certaines 
souches sur le milieu LPA"'A Interdit son utl li sati on exclusive lors d'isolements. 

3-2 - Caractères biochimiques. 

Les souches de la collection étudiée ~nt les caractères suivants: oxydatlf, cytochrome c 
oxydase-, nitrate réductase-, production d"'H S, escul lne +,hypersensibilité sur tabac, hydrolyse de 
l'amidon+, arglnlne dlhydrolase -. 
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L'étude de la vole d'asslmllatlon du glucose par le test d'Hugh et Lelfson n'est pas aisée. 
Le virage de l'indicateur est faible ou Inexistant après 8 Jours de culture. Le mil leu MEVAG donne une 
réponse lisible en 24-48h puis li y a alcalinisation du milieu. 

Ces résultats confirment leur appartenance au genre Xanthollonas (10). 

La gélatine (test de Frazler.ou technique du culot) n'est pas hydrolysée après 10 Jours par 
les souches des types B et C et par XC90 (type D). La souche 380 (type C) hydrolyse très faiblement la 
gélatine par la technique du culot. 

3-3 - Utlllsatlon des substrats carbonés 

3-3-1 - en milieu gélosé. 

La comparaison des milieux de Oye et de Goto met en évidence une différence dans la vitesse 
de croissance des souches sur chaque mllleu. Après 48h, les cultures sont bien visibles sur le milieu 
de Oye alors que la croissance sur le milieu de Goto, en présence des mêmes sucres, est faible ou 
nulle. 

Les résultats sont donnés pour 14 Jours de culture. Aucune acidification n'est visible sur le 
milieu de Oye. El le est très faible ou nulle sur le milieu de Goto. On observe une croissance de 
toutes les souches sur les milieux de Oye et de Goto en présence de glucose, de saccharose, de 
celloblose et sur le milieu de Oye avec du mannose, du rafflnose ou du tréhalose. Les souches du type 
B et XC70 ont une croissance plus faible ou nulle sur le milieu de Goto en présence de glucose ou de 
celloblose. 

Ces résultats confirment l'appartenance des souches à l'espèce Xan11tomonas campestris (10). 

Des variations de la croissance sont observées avec le maltose et le lactose (milieux de Oye 
et de Goto) et avec le malonate (milieu de Goto).(annexe 3). 

Les souches des types A et E, les souches d'Oman, de Chine, de Taiwan et de la Réunion et la 
souche T20 utilisent le lactose et le maltose. 

Les souches du type B et la souche XC90 utilisent peu ou pas le lactose et le maltose. 

Les souches des types B et C n'assimilent pas le malonate. 

3-3-2 - sur plagues API. 

Les 9 souches étudiées assimilent les substrats suivants: D glucose, D fructose, D 
celloblose, D mannose, saccharose, tréhalose,~ gentoblose, D lyxose, L fucose, esculine, glycérol, N 
acétyl glucosamlne, succlnate et pyruvate. 

Sorbitol, lnosltol, érythrytol, rhamnose, gluconate, malonate, DL tartrate, cystéine, 
méthionine, phénylalanine, trytophane et citrul llne ne sont pas assimilés. 

Seule la souche du type C étudiée n'asslml le pas lad~ alanine, la 10< alanlne et le 
p-hydroxybenzoate. 

L'acétate et le rafflnose sont assimilés seulement par les souches de Floride. 

Les 2 souches du type B n'assimilent pas le maltose, le lactose, l'amidon, le glycogène, le L 
malate, et la L histidine. 
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Seule la souche F
1 

asslmlle les substrats L norleuclne, L valine, L 6rnithine, L lysine, D 
arablnose, L tyrosine et mannitol. 

La souche T20 assimile faiblement le butyrate, la sallclne et le D turanose. 

Les résultats obtenus montrent que l'asslmllatlon de certains substrats dépend du milieu de 
culture utilisé (annexe 4). Une étude du profil de l'asslmllatlon des substrats carbonés devra donc 
être attaché à un mllleu de culture déterminé et le plus standardisé possible. L'emploi de plaques 
API, permettant l'étude d'une large gamme de substrats, paraît le plus approprié. 

3-4 - Lysotyple 

Deux phages tempérés PR1 et PR2 ont été obtenus respectivement à partir des souches 
réunionnaises c12-1 et 823-1. 

Les résultats mettent en évidence 3 lysogroupes : 

- le lysogroupe 1 caractérisé par la résistance aux trois phages CPl, CP2 et CP3 comprend 
les souches des types Cet E, la souche T20 (type D), certaines souches du type A (Brésil), les 
souches d'Oman et certaines souches réunionnaises. 

- 1e lysogroupe 2 regroupe les souches de Taiwan, et certaines souches du type A ou 
d'origine réunionnaise, sensibles à CPl et CP2 mals résistantes à CP3. 

- le lysogroupe 3 distingue les souches de type B et la souche XC90 sensibles au seul phage 
CP3. 

Les phages PR1 et PR2 se comportent comme CP1,et CP2. 

Il apparaît donc que seul le type B peut être caractérisé par lysotypie et que la senslblllté 
d'une souche à CP1 ou CP2 signifie son appartenance au type A. 

Toutefois, certains profils lyso!Yplques ne corres~ndent pas à ceux cités dans la 
littérature (XC59 et XC63: CP1r-CP2s-CP3r, XC62: CP1s-CP2 -CP3r). Il est probable que les phages CP1 
et CP2 utilisés lors de notre étude ne soient qu'un seul et même phage CP1. 

3-5 - Sensibilité aux antibiotiques - détermination des CMI. 

Les souches sont classées en 3 classes dé sensibilité à partir des CMI obtenues (annexes 5 et 
6) 

-sensible (S) : CMI ~ 4 mcg/ml. 

-senslblllté intermédiaire (1) : 8 mcg/ml ~ CMI ~ 32 mcg/ml. 

-résistante (R) : CMI ~ 64 mcg/ml. 

Toutes les souches de X.c.pv.~se montrent très sensibles ou sensibles (CMl~8 mcg/ml) à la 
streptomycine, à la kanamyclne, à la gentamyclne, à l'érythromycine et à la fluméquine. La majorité 
des souches sont peu sensibles ou résistantes à la céphalotlne et à la céphalexlne, seules les souches 
XC64, XC69 et XC70 y sont sensibles. 
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Il existe 2 profils de sensibilité au sein des types B, Cet o. XC64 et XC69 (tY,pe B) et XC70 
(type C) ont des CMI plus faibles que les autres souches de leur type respectif pour la 
carbénlcllllne, la céphalotlne, la céphalexlne, la vancomyclne et la mezlocllllne. 

XC90 (type D) se rapproche des souches XC93, XC94 et XC96 du type B. 

Les souches 380 et 381 (type C), les souches de Chine, de Taiwan et celles de la Réunion ont 
un profil de sensibilité voisin. 

Les souches du type E ne se distinguent pas des autres souches. 

La sensibilité de certaines souches à la mezlocllllne et à la céphalotlne, antibiotiques 
entrant dans la composition du milieu semJ-sélectlf LPA1 A, montre les limites d1 un tel milieu dans la 
recherche de souches de X.c.pv.~ Une sélection de souches parmi la population naturelle de X.c.pv.~ 
pourrait s 1 opérer. 

Les résultats obtenus avec d1 autres pathovars de l1 espèce Xanthomonas campes!rls (O. Pruvost, 
conrnunlcatlon personnelle, 1988) montrent leur sensibilité à la streptomycine, à la kanamyclne, à la 
gentamyclne, à l 1 érythromyclne et à la fluméqulne. Conrne les souches du pathovar clirl, elles ont des 
CMI élevées pour la kasugamyclne, excepté le pathovar oryzae. Leur sensibilité à la carbénlcllllne est 
plus forte (annexe 7-1). 

3-6 - Etude sérologique par la technlgue de l 1 lmmunof luorescence. 

Les 7 séries d1 lnjectlons réalisées ont permis d1 obtenlr 5 lmmunsérums avec les titres 
suivants en réaction homologue : sérum antl416 (1/6400), sérum ant1XC96 (1/1600), sérum antl380 
(1/1600), sérum antlT20 (1/6400) et sérum antlF6 (1/1600). Un sérum antl1814 (1/6400) a aussi été 
utilisé. 

Les dl lutions suivantes des différents lmmunsérums ont été retenues pour l1 étude: 

- sérums antl1814 (Réunion) et ant1T20 (type D) : 1/6400, 1/1600, 1/400, 1/100. 

- sérums antlXC96 (type B) et antlF6 (type E) : 1/800, 1/100. 

- sérum antl380 (type C) 1/1600, 1/400, 1/100. 

- sérum antl416 (type A) 1/1600, 1/100. 

Les résultats montrent que seules les souches du type A, de Taiwan, de Chine, d1 0man et de 
Réunion ont une affinité Importante pour les 2 lmmunsérums antl1814 e1" antl416 (annexe'8). Ces mêmes 
souches ne montrent pas d 1 afflnlté pour les sérums antlXC96 (sauf 1207, CH4 et JB3-1 au 1/100)°, 
antl380 (sauf CH4 au 1/100) et antlF6. Une légère affinité de ces souches est mise en évidence avec le 
sérum antlT20 au 1/100 ou au 1/400. 

Les souches des types B et C ont un profil sérologique voisin: très faible affinité ou nulle 
pour les sérums antl1814, antl416 et antlT20, faible affinité avec le sérum antlF6 et forte avec les 
sérums ant1XC96 et antl380. Les souches XC64, XC69 et XC70 montrent une affinité légèrement moins 
grande avec le sérum antlXC96 et très faible ou nulle aveq le sérum antlF6. 

Au sein du type D, les 2 souches ont un comportement différent. XC90 a le même profil que 
XC93, XC94 et XC96 qui appartiennent au type B. T20 se caractérise par un profil particulier. 

Les 2 souches du type Ese slngularlsent par leur profil sérologique particulier. 
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L'étude sérologique d'autres pathovars de Xanthollonas campes1rls montre des affinités entre 
les pathovars phaseoll et 11anglferae lndlcae et les sérums antlXC96, antl380 et antlF6. Les pathovars 
11anlhotls et oryzae ont un profil analogue ou voisin à celui des souches du type A (annexe 7-2). 

Cette étude sérologique permet donc de caractériser les types A et Epar leur profil 
antigénique. Les types B et C voisins se distinguent des autres types. El le met aussi en évidence une 
hétérogénéité antigénique au sein du type D comme l'ont déjà signalé Alvarez et al. (1,2). Cependant, 
11 serait souhaitable de poursuivre cette étude sérologique par d'autres approches qui pourraient 
amener à une classification des souches en sérogroupes (lmmunocllffuslon, techniques d'absorption). 

3-7 Etude du pouvoir pathogène et de la sensibilité des hôtes - effet de la dose 
d'lnoculum. 

La présence ou non de symptômes est notée après 40 jours d'incubation. 

Les souches T20 (type D ) et F6 (type E) n'ont provoqué aucune lésion sur I' ensemble des 
5 

plantes Inoculées et cela pour chaque dose. Pour les souches ayant donné des lésions, la dose de 10 
bact./ml n'a pas entrainé l'apparition de symptômes. L'analyse des résultats porte donc s~r les ~ 
souches des types A, B et C et sur la souche réunionnaise JA143 Inoculées aux doses de 10 et 10 
bact./ml. (annexe 9). 

Une analyse de variance portant sur les pourcentages de lésions (après transformation en 
Arcsln) montre des différences significatives à 1% au niveau de la sensibilité des différents espèces 
et cultivars, au niveau du pouvoir pathogène des souches et au niveau de l'effet des doses d'lnoculum 
employées. 

Il apparait que la souche du type A est la plus pathogène alors que celle du type C se montre 
la moins pathogène. 

Des différences significatives de senslblllté
9
entre les hôtes sont mises en

7
évldence

7
pour les 

combln~lsons souche/dose (bact./ml) suivantes : 416/10 (significatif à 5%), XC96/10 , 380/10 , 
380/10 (significatif à 1%). Un classement de la senslblllté des plantes a été obtenu après la mise en 
oeuvre du test des ranges de Duncan. (annexe 10). 

La souche 416 (type A) met en évidence 3 classes de sensibilité. L'oranger cv. "Thomson" se 
montre le plus sensible et le mandarinier cv. 11Beauty 11 le plus tolérant. Les autres hôtes ont une 
senslbll lté Intermédiaire. 

L'oranger cv. "Thomson" appartient aussi à la classe des hôtes les plus sensibles vis à vis 
de XC96 (type B) à laquelle appartlennent·l'oranger cv. 11Plne apple11 et Cl1rus volkamerlana. Dans nos 
conditions expérimentales, le citronnier cv. 11Euréka11 s'est montré peu sensible au pathotype B alors 
qu'il est considéré comme un hôte sensible. La sensibilité de nombreux hôtes à la souche du type B 
après inoculation, mals à des niveaux moindres que la souche du type A, confirme les résultats de 
Namekata et al. (1977) (41). 

Parmi les espèces et cultivars développant des lésions après lnoc~latlon de la souche 380 du 
type C, la lime de Ta~ltl est un des hôtes les plus sensibles à la dose 10 bact./ml et le plus 
sensible à la dose 10 bact./ml. Ce résultat confirme la grande sensibilité de Cl1rus auranf"lfolla au 
type c. Tangelo cv. 11Mlnneola11 apparait comme un hôte sensible aux 2 doses d'lnoculum alors que Cl1rus 
volkatneriana, peu sensible à la dose de 109bact./ml, est le plus sensible à la dose de 107bact./ml. 

Seuls les orangers cultivars "Thomson" et "Pl ne apple11 et Ci1rus volkalnerlana se sont montrés 
légèrement sensibles à la souche réunionnaise JAi43. Cette souche, décrite comme pathogène lors 
d'expériences antérieures, s'est montrée peu efficace à provoquer des lésions. 
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7 
9 

De plus nos résultats mettent en évidence que la dose 10 bact./ml est plus efficace q~e la 
dose 10 bact./ml. Il apparaît rapidement une nécrose au point d'inoculation avec la dose de 10 
bact./ml. Le développement, dans un premier temps, de tels symptânes atypiques nous fait penser à un 
début de réaction d'hypersenslblllté, réaction de défense de la plante mise en évidence dans le cas de 
couple hôte/pathogène hétérologue. (33,34). 

La non pathogénie des souches T20 et F6, dans nos conditions expérlmentales, soulève la 
question de leur appartenance réelle au pathovar cl-tri ou de leur rôle en tant qu'agent causal de la 
ma lad le. Stapleton et Garza-Lopez (1988), devant la difficulté à Isoler des bactéries du type D à 
partir de lésions, émettent l'hypothèse que ces bactéries ne seraient pas le déterminant principal du 
chancre mexicain (52). Gabriel e~ al. (1986) après avoir montré les relatlons pathogénlques et 
génétiques des souches de Floride avec les pathovars phaseoll et alfafae discutent de leur 
appartenance au pathovar cl-tri (24). 

Ces résultats demandent encore à être confirmés, sur un plus grand nombre de souches, dans 
des conditions d'environnement contrôlées et sur du matériel végétal homogène. Il serait Intéressant 
de mener une étude parallèle slmllalre sur du matériel végétal ln vl-tro. SI nos résultats se 
confirmaient, alors nous pourrions envisager un test de caractérisation des 3 pathotypes A, B et Cà 
partir des résultats d'lnoculatlons sur le mandarinier cv. 11Beauty11 et sur l'oranger cv. "Thomson". 

4 - CONCLUSION. 

Les résultats obtenus mettent en évidence une varlabtllté au sein du pathovar .!:!!!:!.pour 
certains caractères. La sérologie, la lysotyple et l'hydrolyse de la gélatlne permettent de 
caractériser clairement les types A, B, Cet E. Les 2 souches du type D se différencient nettement 
entre elles sur l'ensemble des caractères étudiés. La souche XC90 se rapproche fortement du type B. 
Hartung et Clverolo (1986) avalent déjà relevé une similitude entre les types B, Cet la souche XC90 
au niveau de leur "empreinte génomique" (29). La souche T20 se ~lstlngue de l'ensemble des souches par 
la sérologie. D'autre part, les différents pathotypes se distinguent par leur pouvoir pathogène vis à 
vis de certaines espèces ou cultivars de Cl-trus. La classlflcatlon en pathotypes A, B, C, D et E peut 
donc être mise en relatlon avec un ensemble de caractères culturaux, biochimiques, lysotyplques, 
sérologiques et pathologiques. 

D'autre part, nos résultats Indiquent que les souches de Taiwan, de Chine, d'Oman et de 
la Réunion sont apparentées au type A. Elles montrent les mêmes affinités sérologlques que les souches 
de ce type et hydrolysent la gélatlne. Les variations observées pour les autres caractères chez ces 
souches sont slmllalres à celles observées au sein du type A. 
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ANNEXE 1: ORIGINE DES SOUCHES. 

a - Tableau de réference des souches de Xanthcmonas campes!rls pv. cltrl. 

ORIGINE HOTE CODE TYPE SOIKE AUTRE DATE 
SOUCHE CBCD REFERENCE ISOLEMENT 

' 

Japon Citrus sp. XC62 A Clverolo JB3-7 
n " XC63 A n 

Argentine C. lemon XC64 8 " JB3-8 
n n XC69 8 " ' n n XC93 B 1 

" 1 
n n XC94 8 1 " 
n n XC96 8 n 

Brésl 1 c.aurantlfolla XC70 c n 

n " 380 c Neto J.R. 1981 
n n 381 c n PDDCC8432 n 

l n 

1 
c.slnensls 222 A " 1980 

1 
n c.retlculata 245 A n NCPPB3115 n 

n 1 C.aurantl fo 11 a 416 l A n 1982 , l 1 n 

l 
n XC59 , A Clverolo 1 j i 

1 ! 1 
Pakistan ! ! XC100 A n 

i j 

1 
l 

Oroarr· ' n XC101 { A 
l i ! 

' l 
Nord Yémen Î XC98 1 A n 

1 
l 
1 i 

1 ' 
Oman i 

c.aurantl fol I a JF90-2 
1 1986 i ! l 

1 " ~ n JF90-3 n 
1 . 

n l n JF90-5 1 
n 

1· 

1 
1 

i 
N-Zélande i Citrus sp. 1207 A Coll. INRA NCPPB1472 

1 
1956 

n 1 C. l lmon 2525 A n NCPPB409 1 " r 

1 
1 

f l 
1 

1 

1 

Hong-Kong c.grandls 1 1209 A n 

1 
1963 1 l 

1 1 1 
1 

Taiwan 

1 

2548 XW90 l n 2549 XW47 

Chine 
1 

Lulsettl J. 1988 CH2 
n CH4 

1 

n n 

n CH5 n n 



ANNEXE 1-a (suite) 

ORIGINE HOTE CODE TYPE SOURCE AUTRE DATE 
SOUCHE CBCD REFERENCE ISOLEMENT 

Réunion Citrus sp. JA143 A Lavl l le J. 1981 
n c.slnensls JB3-1 n n 

n C.lemon JB3-5 n " 
Il c.slnensls JA151-1 n " 
Il n JA151-5 Il n 

Il clémentinier JA151-8 n n 

n Il JA151-9 Il n 

Il C.lemon JA162-5 n " 
Il Citrus sp. JA163-2 Il n 

Il c.slnensls JA163-4 Il n 

1 " Citrus sp. JA167-2 n Il 

Il C.hystrlx JB50-10-A Il 1982 
Il " JB50-10-B Il n 

Il c.slnensls JB53-1-b Il 

Il c.grand 1 s 1814 Lulsettl J. 1978 
Il C.hystrlx JG3-1 1987 

" " JG3-4 Il 

" c.slnensls JH98-1 Vernlere c. 1988 
Il c.grand ls JH98-2 n " 
Il citrumel Io JH98-4 " Il 

Il cltrumel Io JH98-5 Il Il 

n lime de tahltl C12-1 IRFA Réunion " 
Il c.slnensls C14 Il " 
Il " C19-1 Il Il 

n clémentinier 823-1 Il Il 

Il C.hystrlx C22-1 Il " 
" tangelo C42 Il Il 

1-b-Tableau de réference des souches de xan~homonas campestrls 

non pathovar cltrl (coll.INRA Angers). 

CODE PATHOVARS HOTES DATE 
ISOLEMENl 

412 phaseol I haricot 
1716 manglferae lndlcae manguier 1957 
1718 pelargonl Pe 1argon1 um hortorum 1975 
1119 campestrls chou 
1159 coryl lna noisetier 1939 
1421 begonlae bégonia 
1857 manlhotls manioc 1978 
2035 malvacearum ·cotonnier 
1022 juglandls noyer 1967 
1545 veslcatorla tomate 1973 
2532 oryzae riz 



ANNEXE 2 IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE - MODIFICATION DE LA TECHNIQUE 

DECRITE PAR FAURE et al., 1977. 

- Préparation du frottis bactérien : 

6 
- préparer des suspensions bactériennes (10 bact./ml) à partir de culture de 24h sur milieu 

gélosé LPA (extrait de levure:7g ; blogélytone:7g ; agar:15g ; e.d.:1000 ml ; pH:7-7,2) - bien agiter. 

- déposer une goutte calibrée (20 mcl) dans chaque pult. 

- laisser sécher. 

- recouvrir avec de l'alcool. 

- laisser agir 10 mn. 

- Réactions lmmunologlgues : 

1 - diluer l'lmmunsérum avec du tampon physiologique (NaCl:Sg HNa
2

Po
4

,12H
2
0:2,7g 

H
2

NaP0
4

,2H
2
0:0,04g ; e.d.:1000 ml ; pH:7,2). 

- déposer une goutte calibrée (20 mcl) dans chaque pult. 

- laisser en contact 30 mn. 

- rejeter l'excès de sérum. 

- Immerger les lames successivement 2 fols 5 mn dans 2 bacs de tampon physiologique. 

- essuyer en dessous et entre les puits. 
' 

2 - diluer le sérum antl-lapln fluorescent ou "conjugué" à la dilution conseillée (1/50) dans du 
tampon physiologique. 

- déposer une goutte calibrée (20 mcl) de conjugué dans chaque pult. 

- laisser en contact 30 mn. 

- rejeter l'excès de conjugué. 

- Immerger les lames successivement 2 fols 5 mn dans 2 bacs de tampon physiologique. 

- essuyer la lame en dessous et entre les puits. 

- mettre 2 ou 3 gouttes d'hlstolaque entre les puits - déposer une lamelle - luter. 

- Témoins : - négatif : même frottis sans l'lmmunsérum. 

- positif : frottis réalisé avec la bactérie homologue. 



ANNEXE 3 CROISSANCE DES SOUCHES EN PRESENCE DE SUBSTRATS 
CARBONES SUR MILIEUX DE DYE ET DE GOTO. 

SUBSTRATS MALTOSE LACTOSE MALONATE 
Ml LIEUX DYE GOTO DYE GOTO GOTO 

SOUCHES 

TYPE A +/-
OMAN + 
CHINE ++ + ++ + +/-
REUNION +/-
TAIWAN 

TYPE B 

TYPE C 

TYPE D 

TYPE E 

+ 

(+)/- (+)/- (+)/- - -

+ - + (+) -

XC90 (+)/- - (+) - (+) 

T20 ++ + ++ + + 

++ + ++ + +/-

++ forte croissance,+ : croissance, (+) : faible croissance, 
- : pas decrolssance (lecture à 14 jours). 



ANNEXE 4 COMPARAISON DE L'ASSIMILATION DE DIFFERENTS 
SUBTRATS EN FONCTION DU MILIEU. 

SUBSTRATS MALTOSE LACTOSE MALONATE 
Ml LIEUX DYE GOTO API DYE GOTO API GOTO API 

SOUCHES 

XC62 + (+) + + + - - -
TYPE A 

416 + + + + + - + -

XC93 (+} - - - - - - -
TYPE B 

XC96 - - - - - - - -

TYPE C/380 + - - + + + - -

XC90 + - - (+} - - (+} -
TYPE D 

T20 + + + + + + + -

Fl + + (+} + + + + -
TYPE E 

F6 + + + + + - - -

- milieux de Oye et de Goto: lecture à 14 jours. 
- milieu API : lecture à 9 jours. 
+ : croissance, (+} : faible croissance, - : pas de croissance. 



ANNEXE 5 TABLEAU DE DETERMINATION DES CMI (mcg /ml). 

) 
SOUCHES TYPE A TYPE B TYPE C TYPE D TYPE E REUNION TAIW/CHINE OMAN 

ANTIBIOTIQUES 

CARBENIC 1 LLI NE 4 à >128 <1 à 16 32 à >128 8 à 32 8 ~128 16 à 32 >128 
(B 1 actaml nes) 
CEPHALOTINE 32 à >128 <1 à 64 32 à >128 32 à >128 64 à 128 164à>121 >128 >128 
(B 1 actaml nes) 
CEPHALEXINE >128 8 à >128 32 à >128 1 >128 64 à 128 

1 
>128 >128 >128 

{cephalosporlnes) 

f 
STREPTOMYC 1 NE 2 ~2 2 2 à 8 2 à 8 

1 
~2 ~ ~2 

{ami nos Ides) 

l KANAMYCINE 2 à 4 ~2 2 4 à 16 2 à 4 1 <1 à 4 2 à 4 2 l 
{a!'llnosldes) 

1 
GENTAMYCINE 2 à 4 ~2 2 1 4 4 <1 à 4 2 à 4 2 
{aminosides) i 1 ! 

ERYTHROMYCINE ~ 1 à 8 1 à 4 2 à 8 1 à 2 i 
~ ~2 ~2 1 

{macrol Ides) 
1 

f 
VANCOMYCINE 8 à 64 1 à 64 2 à 32 16 à 32 4 8 à 64 8 à 32 2 à 32 
(polysaccharides) 

1 l 
AC.NALI D IXIQUE 8 à 16 1 à 8 4 à 8 8 à 16 8 4 à 16 8 8 à 16 
{qulnolones) 
FLUMEQUINE ~2 <2 1 à 2 2 2 ~ ~2 ~2 

{qulnolones) 
MEZLOCILLINE 1 à 128 1 à 16 4 à 128 4 à 8 1 à 8 16 à >128 8 à 16 ~128 

{B lactamlnes) 
KASUGAMYCINE 32 à >128 32 à 128 16 à 64 64 64 à 128 16 à 128 64 64 
{aminosides) 
SULFATE DE.CU. 30 à 125 <30 60 60 à 125 60 30 à 125 60 à 125 60 à 125 

Hg 8 à 32 4 à 16 16 à 32 16 8 à 16 8 à 32 16 à 32 16 à 32 



ANNEXE 6 ESTIMATION DE LA SENSIBILITE DES SOUCHES DE X.c.pv.~A PARTIR DES CMI. 

SOUCHES TYPE A TYPE B TYPE C TYPE D 
a / b c /"d e / f 

ANTIBIOTIQUES 

CARBENICILLINE S, l ,R s / 1 1 / R 1 / 1 

CEPHALOT 1 NE l ,R s / l ,R 1 / R 1 / R 

CEPHALEXINE R 1 / R 1 / R R / R 

STREPTOMYCINE s s / s s / s s / 1 

KANAMYCINE s s / s s / s s / 1 

GENTAMYCINE s s / s s / s s / s 

ERYTHROMYCINE s S / S, I s / s s / s 

VANCOMYCINE l ,R s / l ,R s / 1 1 / 1 

AC.NALIDIXIQUE 1 s / S,I s / 1 1 / 1 

FLUMEQUINE s s / s s / s s / s 

MEZLOCILLINE S, l ,R s / 1 S / R s / 1 

KASUGAMYCINE l ,R R / l ,R R / 1 R / R 

SULFATE DE eu. S,I s / s 1 / 1 1 / 1 

Hg 1 S, 1 I 1 1 / 1 1 / 1 

- S : CMI ~ 4 mcg/ml, (Cu : CMI ~ 30 mcg/ml). 
- 1 : 8~ CMI ~ 32 mcg/ml, (Cu: CMI de 60 à 125 mcg/ml). 
- R : CMI 9 64 mcg/ml, (Cu : CM 1 >,. 250 mcg/ml). 
a XC64, XC69 • d : 380, 381. 
b XC93, XC94, XC96. 
c XC70. 

e : XC90. 
f : T20. 

TYPE E REUNION TAIW/CHINE 

! 

1 R 1 

R R R 

R R R 

S,I s s 

s s s 

s s s 

s s s 

s l ,R 1 

1 1 1 

s s s 

S,I l,R 1 

R l ,R R 

1 S, I 1 

1 1 1 

OMAN 

R 

R 

R 

s 

s 

s 

s 

S, I 

1 

s 

R 

R 

1 

1 



ANNEXE 7 ETUDE DE SOUCHES DE Xan~homonas campes1ris 
NON PATHOVAR ci~rl. 

7-a-Tableau de détermination des CMI. 

SOOCHES a b c d 

ANTIBIOTIQUES 

CARBENICILLINE 8 à 32 4 4 <1 

SlREPTOMYC 1 NE ~4 ~ <1 <1 

KANAMYCINE _::4 ~2 <1 <1 

GENTAMYCINE ~8 ~2 <1 <1 

ERYTHROMYCINE ~4 2 2 4 

VANCOMYCINE 16 à 32 16 16 <1 

AC.NALID IXI QUE 8 à 32 • 8 16 2 

FLUMEQUINE ~4 <1 8 <1 

KASUGAMICINE >,64 >,.128 128 8 

SULFATE DE eu. 60 à 250 60 15 60 

Hg 4 à 16 2 à 16 4 2 

a pvs. manlhotls, manglferae-lndlcae, pelargonl, 
campestrls, veslcatorla, juglandls, begonlae. 

b pvs. coryllna, malvacearum. 
c pv. phaseoll. 
d pv. oryzae. 



-7-b Relations antlgénlques-Tableau des dilutions limites 
des lmmunsérums donnant une fluorescence. 

SERUMS ANTl-1814 ANTl-416 ANTl-XC96 ANTl-380 ANTl-T20 ANTl-F6 

SOOCHES 

a - - 800 1600 - 450/600 

b 4000 1600 100 100 400 -

c - - <100 250/400 - -

d - - <100 <100 - -

e - 100 ·800 1000 400 <100 

f 400 100 <100 <100 - -

a: pvs. phaseoll, manglferae-lndlcae. 
b: pvs. manlhotls, oryzae. 
c: pvs. pelargonl, malvacearum. 
d: pvs. campestrls, veslcatorta, begonlae. 
e: pv. coryllna. 
t: pv. juglandls. 
-: pas de fluorescence à la dilution 1/100. 
la valeur Indiquée est l'inverse du titre de la dilution 
(valeur moyenne entre les répétitions effectuées, une seule 
répétition avec le sérum antl-416). 



ANNEXE 8: RELATIONS ANTIGENIQUES AU SEIN DU PAlHOVAR CITRI • 

-Tableau des dilutions de l'lmmunsérum donnant une fluorescence. 

SERUMS ANTl-1814 ANTl-416 ANTl-XC96 ANTl-380 ANTl-T20 
SOUCHES 

TYPE A >1600" 1600 - <50 100 / 400 

XC64,XC69 - - 450 1600 -
TYPE B 

XC93,XC94,XC96 <100 - 800 1600 -

XC70 <100 <100 600 1600 100 
TYPE C 

380,381 <100 <100 800 1600 -

XC90 100 - 800 1600 -
TYPE D 

T20 100 - 100 - 6400 

TYPE E / F1-F6 - - 600 1000-400 -
TAIWAN, OMAN, >4000 1600 - - 250/400 

CHINE 

REUNION >1600 1600 - <100 100/400 

-:pas de fluorescence à la dilution 1/100 
•:la ~aleur Indiquée est l'inverse du titre de la dilution 

(valeur moyenne entre les répétitions effectuées, une seule 
répétition avec le sérum antl-416). 

ANTl-F6 

. 

-
<50 

100 / 300 

-
<100 

300 

-

800 

-
-



ANNEXE 9 TABLEAU DU POURCENTAGE DE LESl.ONS EN 
FONCTION DE LA SOUCHE, DE LA DOSE D'INOCULUM 
(bact./ml) ET DE L'HOTE. (2 répétitions) 

SOUCHE/TYPE 416/A XC96/B 380/C JA143 

. DOSE (log) 7 9 7 9 7 9 7 9 
HOTES 

ORANGER 100 60 70 40 0 0 0 20 
cv. 11plne apple11 100 50 80 10 0 0 0 70 

ORANGER 100 50 70 30 0 10 60 0 
cv. 11thomson 11 90 100 80 70 0 0 20 0 

MANDARINE 70 0 30 50 0 30 0 0 
cv. 11beauty 11 80 0 60 0 0 0 0 0 

MANDARINE 100 60 0 20 0 0 0 0 
.cv.11clémentlne11 60 40 0 30 0 0 0 0 

TANGOR 90 40 60 30 0 0 0 0 
cv. 11ortanlque11 80 60 40 20 0 0 0 0 

CITRONNIER 60 30 10 10 20 0 0 0 
cv. 11euréka" 80 30 10 10 20 0 0 0 

TANGELO 100 30 0 10 40 40 0 0 
cv. 11ml nneola" 100 10 10 0 50 30 0 0 

LI ME DE TAHITI 80 20 30 0 60 80 0 0 
70 70 10 0 60 50 0 0 

CITRUS 100 10 60 10 90 0 30 0 
VOLKAMERIANA 100 30 90 0 100 30 0 0 



ANNEXE 10 : TABLEAU DU CLASSEMENT DE LA SENSIBILITE DES HOTES 
EN FOl'CTION DE LA COMBINAISON SOUCHE/ DOSE. 

(lecture 40 jours après Inoculation) 

SOUCHE/DOSE( log) 416 / 9 XC96 / 7 380 / 7 380 / 9 

HOTES 

ORANGER 2 1 4• 5• 
cv."plne apple" 

ORANGER 1 1 4• 4 . 
cv. "th omson 11 . 

MANDARINE 3• 2 4• 3 
cv. 11beauty 11 

MANDARINE 2 4• 4• 5· 
cv.clémentlne" 

TANGOR . ~ . 2 2 4• 5• 
cv."ortanlque" 

CITRONNIER 2 3 3 5· 
cv.euréka" 

TANGELO 2 4• 2 2 
cv.mlnneola" 

. 
LIME DE TAH IT 1 2 3 2 1 

CITRUS 2 < 1 1 3 
VOLKAMER 1 ANA 

pas de lésions apparentes. 
à 5 : classement par ordre de senslblllté 

décroissante (après test des ranges de Duncan). 



- AESUE -

la varlabll lt6 de 55 souches de Xan~ C!!llp!S1rls pv. cltTI, repr6sentatlves des 
pathotypes de r6f6rence A, B, C, 0 et E ou lsol6es à partir d'6chantlllons provenant de l'île de la 
R6unlon, de Chine et d'Cllllan, est 6tudl6e. la g61atlne n'est pas hydrolys6e par les souches des types B 
et Cet par une souche du type 0 (XC90). L'étude de l'asslmllatlon des carbohydrates est r6all5'e à 
partir de dltf6rents mit leux mis en comparaison. Une varlablllt6 est aise en 6vldence dans 
l~utl 1 lsatlon du lactose, du 111altose et du malonate. Seules les souches du type B et la souche XC90 
sont lys6es par le phage CP3. Les phages CP1 et CP2 et les 2 phages temp6r6s obtenus à partir dG 
souches de la R6unlon lysent seulement certaines souches du type A et certains des Isolats 6tudl6s. la 

d6termlnatlon du niveau de senslblllt6 à une ganne d'antibiotiques a Mis en 6vldence une h6t6rog6n61t6 
au sein du pathovar ~· L'lnt6rit du milieu seel-5'1ectlf LPA'A contenant certains antibiotiques 
est dlscut6. Par la technique de l'l11W11Jnofluorescence Indirecte, les 6 antl5'rums obtenus à partir de 
bact6rles tu6es ont penil s de 5'parer 4 groupes d'affl nlt6 en relation avec . l'appartenance à un 

· pathotype. Les 2 souches XC90 et T20 du type Dont 1110ntr6 un profl 1 d'afflnlt6 dlff6rent. Pour 
dlff6rents espàces et cultivars de Cl1rus, Il a 6t6 6tabll un classement de la senslblllt6 vis à vis 
de chaque pathotype. Les Isolats de Chine, d'Oman et de l'île de la R6unlon ont 6t6 apparent's au 
pathotype A. La connaissance d'une telle varlablllt6 devrait ltre utl le P9Ur les études ult6rleures 
envlsag6es en pathologie et en 6pld61111ologle. 

-~-

55 xan~s C!llf)!Strls pv. cltTI stralns, lncludlng reference stralns of the 
pathotypes A, B, C, 0 and E and lsolates trom Reunlon Island, China and Cllllan, were studled for thelr 
varlablllty. Type Band C stralns and one straln of .type D (XC90) dld not hydrolyze gelatln. Dlfferent 
media were compared for carbohydrates asslml latlon. Variations were observed ln utilisation of 
lactose, maltose and malonate. Only type B stralns and XC90 (type 0) were sensitive t 0 phage CP3 
whereas only sane type A stralns and some lsolates were lyzed by phages CP1 and CP2 and by 'hfo 

· temperate phages lsolated frOlll Reunlon stralns. Stralns were c0111Pared for thelr susceptlbllty to a 
range of antlblotlcs and an heterogenelty lnto the pathovar ~has been shown. lnf'erest of . a 
semlselectlve nMtdlum LPA'A contalnlng antlblotlcs ls dlscussed. On the basls of afflnlfy to 6 an1'1sera 
obtalned trom heat kll led bacterla, 4 groups related to the pathotypes were separated by 
l111111Unofluorescence technique. The two type 0 stralns, XC90 and T20, were separated by thelr 
serologlcal profites. Dltferent degrees of susceptlblllty to each pathotype straln were es1'abllshed 
accordlng to Citrus specles and cultivars. lsolates frOM Ch:lna, Qian and Reunlon Island were related 
to the pathotype A. Knowledge of such varlabl l lty should be useful for further stuétles ln 
ep Idem! ology. 


