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RESUME - Le chancre citrigue des agrumes est une affection bacté-
rienne occasionnée par Xanthomonas campestris pv. citri. La classifi-
cation actuelle en chancres A, B et C, repose d'une part sur des
spécificités d’hdtes et d'autre part sur des différences biochimiques,
physiologiques, sérologiques et lysotypiques.

J. LAVILLE

L'ensemble des études effectuées donne un apercu de la variabilité
des populations pathogénes du pv. citri dans I'fle de la Réunion.
Cette variabilité s'exprime par des différences des caractéristiques
physiologiques (croissance, couleur, forme), biochimiques (milieu
de culture spécifique), sérologiques (immunofluorescence indirecte)
et lysotypiques (bactériophages) des souches. La sensibilité des sou-
ches aux antibiotiques utilisés confirme la différence des souches de
la Réunion avec la souche de référence du chancre B. L’analyse gé-
nétique indique la présence de plasmides (méthode d’Eckhardt).
L’étude du pouvoir pathogéne (inoculation de 32 souches sur 5
espéces de Citrus) n'a pas mis en évidence un spectre d’hotes diffé-
rent selon les souches et le type de chancre.

Au plan biologique, on constate que la bactérie n’est capable de sur-
vivre que temporairement sur P'arbre et que la réalisation de son
cycle d’infection semble nécessiter la présence de blessures.

Cette étude a été réalisée sous la direction scientifique de J. LUISETTI (Station de
Pathologie végétale, INRA, Angers, France) dans le cadre du D.E.A. de Phytopathologie
de U'Université de Paris-Sud Orsay (MM. les Professeurs CHEVAUGEON, COLENO,

BOMPEIX).

INTRODUCTION

Le chancre citrique est une affection bactérienne occa-
sionnée par Xanthomonas campestris pv. citri (HASSE,
1915) DYE, 1978.

La maladie est endémique dans toute 1'Asie du sud-est,
I'Indonésie, les Philippines et la Polynésie. Elle est impor-
tante en Amérique du sud et en Afrique australe. La bacté-
rie n’a cependant jamais été trouvée dans le Bassin médi-
terranéen (BRUN, 1971).

La classification actuelle en chancres A, B et C, repose
caractéres physiologiques, biochimiques, sérologiques et
lysotypiques des souches (WAKIMOTO, 1967).

En 1970, BRUN signalait la maladie & la Réunion sur
combava (Citrus hystrix), grapefruit (Citrus paradisi) et
lime mexicaine (Citrus aurantifolia) ainsi que sur oranger
(Citrus sinensis) et citronnier (Citrus limonia) en région
humide.

Devant l'augmentation, depuis 1980, des dégits provo-
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qués par cette maladie dans la citriculture réunionnaise,
I'INRA d’Angers et la Station de recherches de I'TRFA
de la Réunion ont mis en place un programme de recher-
ches visant 4 déterminer les caractéristiques biologiques et
épidémiologiques des populations pathogénes afin de
proposer des moyens de lutte efficace dans le contexte
économique de I'fle.

Une premiére étude (LAVILLE, 1982) des caractéris-
tiques physiologiques, biochimiques, sérologiques et lyso-
typiques des souches, a montré que le chancre citrique
d la Réunion s'apparente aux chancres A ou C mais jamais
au chancre B.

Une seconde étude (LAVILLE, 1983) nous a permis de
préciser les caractéristiques du pv. citri & la Réunion, sa
place au sein de la classification en chancres A, B et C.
Pour cela, nous avons entrepris, d'une part une analyse
plasmidique des souches (en comparaison avec les souches
références des chancres A, B et C) et une étude de la
sensibilité aux antibiotiques. D’autre part, I'inoculation
des souches a 5 espéces de Citrus permet une évaluation
de leur pouvoir pathogéne et une estimation de la sensibilité
des espécss. Enfin, I'’étude du comportement épiphyte
de la bactérie pose les premiéres bases de la connaissance
de I'épidémiologie de la maladie.

MATERIELS ET METHODES
Isolement des souches.

Aprés examen visuel des symptémes, I'isolement des
bactéries & partir des échantillons de plantes se fait selon
différentes modalités :

- agitation pendant 4 heures de 20 feuilles dans un Erlen-
meyer contenant 200 ml d’eau distillée stérile ;

- dilacération des zones nécrosées dans 4,5 ml deau dis-
tillée (on laisse en contact pendant 1 heure) ;

- broyage des feuilles ; 10 ml d’eau distillée stérile par
feuille (Waring Blendor ou Utra-turrax).

Une goutte (1/10 ml) de ’eau de macération est ensuite
déposée a la pipette sur un milieu de culture gélosé en
boite de Pétri (LPGA : extrait de levure 7 g ; bactopeptone
7 g3 glucose 7 g ; agar 15 g ; eau distillée 1 000 ml ;
pH 7,2 ; cycloheximide 50 ppm) et étalée en trois secteurs
afin d’opérer une séparation des germes. L’incubation se
fait & 28°C pendant 3-4 jours.

Parmi les nombreuses colonies qui apparaissent, une
premiére sélection est effectuée sur la couleur (jaune), la
forme (bombée), 'aspect muqueux et brillant, la régula-
rité des contours. Les colonies répondant a ses premiers
critéres sont prélevées et repiquées sur un milieu de culture
gélosé (LPGA) en tube pour constituer le clone bactérien.
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Milieu sélectif.

Nous avons également utilisé pour I'isolement un milieu
de culture mis au point par le Dr. MICHAULT (la Réunion)
pour sélectionner les Xanthomonas (Muller-Hinton 35 g ;
esculine 1 g ; citrate de fer ammoniacal 1 g ; eau distillée
1 000 ml ; mezlocilline 32 ppm ; céfalotine 33 ppm ;
cycloheximide 500 ppm). Sur ce milieu, les colonies du pv.
citri. sont bhombées, muqueuses, hydrolysant I'esculine
(précipité noir), mais sont plus petites (de moitié environ)
que sur milieu LPGA.

Par ailleurs, ce milieu sélectif a été testé sur les souches
déja isolées de Citrus et sur d’autres espéces bactériennes
de la collection de 'INRA d’Angers.

Le X. c. pv. citri posséde les caractéres bactériologiques
suivants :

Gram 5
Flagelle (méthode de Rhodes) 1 polaire
Hugh et Leifson oxydatif
Réduction nitrates en nitrites -
Cytochrome C oxydase
Hypersensibilité sur tabac
Hydrolyse de 'amidon
Production HoS

Esculine

+ o+

Conservation des souches.

Les souches sont conservées :
- sur milieu LPGA en tube a 28°C avec un repiquage tous
les 4 jours ;
- sur milieu LPGA en tube &4 16°C avec un repiquage tous
les 7 jours ;
- en suspension en eau stérile maintenue au congélateur
a-30°C.

Caractérisation des souches.

Utilisation de substrats carbonés.

Les souches sont testées pour leur capacité a utiliser une
gamme de sucres et d’acides organiques comme seule source

de carbone.

Le substrat carboné est incorporé (5 p. 1000) dans un
milieu gélosé de base (AR]) et coulé en boite de Pétri.

Les souches (]08 bactéries/ml) sont ensemencées en
spots (5 spots par boite) a ’aide d’un multi-ensemenceur
de Steers.

L’incubation se fait 2 28°C et les lectures a 5, 8 et 15
jours aprés ensemencement.



Fruits - vol. 40, n®11, 1985

Sérologie.

Nous disposons actuellement de sept sérums de lapin
antibactériens : anii JA 143, anti JA 151-1, anti JA 151-5,
anti JA 151-8, anti JB 3-6, anti JB 3-7, anti JB 3-8, ainsi
que d'un sérum de chévre fluorescent antigammaglobuli-
nes de lapin.

La technique utilisée est celle de I'immunofluorescence
indirecte.

Sur des lames spéciales pour I'immunofluorescence, on
dépose 10 ml d'une solution d’antigéne (107 bactéries/
ml) par spot.

Le sérum de lapin est dilué¢ aux 1/10, 1/100, 1/200,
1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200, 1/6400, 1/12800.

Le sérum de chévre fluorescent est dilué au 1/300.

Sensibilité aux bactériophages.

Les souches sont testées vis-a-vis de leur sensibilité aux
bactériophages XCj, XC3, XC4q, XC5, Cp1, Cp2 et Cp3 en
vue d’établir leur lysotypie.

XC) est un bactériophage virulent isolé de sol que nous
avons multiplié sur JA 143,

XC3 est un bactériophage tempéré isolé de JA 151-1
que nous avons multiplié sur cette méme souche.

XC4 est un bactériophage tempéré isolé de JA 151-1
que nous avons multiplié sur JA 151-5.

XCs est un bactériophage tempéré isolé de JB 3-8 que
nous avons multiplié sur cette méme souche.

Les bactériophages Cpl.Cp2 et Cp3 ont été isolés au
Japon et sont utilisés comme référence.

Cp1 et Cp2 sont des bactériophages tempérés isolés de
bactéries phytopathogénes et sont multipliés respectivement
sur |B 3-7 et JA 143.

Cp3 est un bactériophage virulent isolé de sol que nous
avons multiplié sur JB 3-8.

Avant leur utilisation, les bactériophages sont préalable-
ment multipliés pour obtenir une suspension phagique
finale d’environ 10% a 10'? u.f. p./ml.

Lors du test de sensibilité sur bactériophages, la bactérie
est ensemencée en nappe sur boite de Pétri contenant un
milieu nutritif gélosé (LPGA) sur laquelle on dépose ensuite
0,05 ml de chaque dilution de la suspension phagique
(dilution : 0,107".1072,10, 10, 10°5),
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Les boftes sont incubées & 28°C pendant 15 heures envi-
ron. La lecture se fait par appréciation de I'importance de la
surface lysée aux différentes dilutions et en tenant compte
du témoin.

Antibiogrammes.

A partir d’une culture pure, on ensemence 4,5 ml de
milieu N (Nutrient broth 4,5 g ; extrait de levure 2 £
glutamate de sodium 2 g ; eau distillée 1 000 ml ; pH 7)
jusqu’a 'obtention d’une opacité visible.

Pour ensemencer le milieu gélosé (LPGA) en bofte de
Pétri : on verse quelques millilitres de la suspension obte-
nue sur la gélose de fagon a inonder complétement la
surface du milieu, on élimine I'excés de liquide, puis on
laisse sécher la bofte 15 minutes. L'inoculum doit permet-
tre une culture suffisamment dense.

Les disques pour antibiogrammes (Institut Pasteur)
(tableau 1) sont déposés sur la gélose selon un schéma
normalisé. Les boites sont mises & incuber & 28°C pendant
24 a 36 heures.

Analyse des plasmides.

Les différences entre les couches de référence des chan-
cres A, B et C, reposeraient sur des bases d’ordre génétique.
L'objectif de cette analyse de plasmides est de savoir si
ces différences se trouvent éventuellement au niveau plas-
midique (CIVEROLO, 1982).

L’électrophorése en gel d’agarose (méthode d’Eckhardt)
est utilisée pour lanalyse génétique des souches isolées de
Citrus de la Réunion. Vingt-deux souches dont quinze
pv- citri ont été ainsi étudiées.

Sélection de souches résistantes aux antibiotiques.

La sélection de souches résistantes aux antibiotiques
entre dans le cadre des recherches épidémiologiques. Ces
souches résistantes pouvant étre facilement réisolées sur
milieu spécifique (milieu complexe additionné de I'anti-
biotique concerné) aprés inoculation expérimentale sur un
végétal.

Une suspension dense (10°-10'° cfu/ml) de la souche
JA 143 est ensemencée sur des boites de Pétri contenant
un milieu gélosé (LPGA) additionné de I'un des quatre
antibiotiques (250 ppm) suivants :

- Kanamyecine (Kanamycine 242 THERAPLIX),

- Novobiocine (Novobiocin N-1628 SIGMA),

- Streptomycine (Streptomycinsulfat Art. 10117 MERCK),
- Rifamycine (Rifamycin R 8626 SIGMA).
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TABLEAU 1 - Liste des antibiotiques utilisés pour la réalisation des antibiogrammes.

Groupes Dénomination Charge en ug ou unités
B Lactamines Carbénicilline 100 ug
Céfalotine 30 UI
Céfuroxime 30 ug
Céfamandole 30 ug
Céfotaxime 30 ug
Aminosides Streptomycine 10U1
Kanamyecine 30 Ul
Gentamicine 10 UI
Sisomicine 10 ug
Tétracyclines Oxytétracycline 30 UI
Macrolides et apparentés | Erythromycine 15UI
Clindamycine 2u1
Phenicols Chloramphénicol 30 ug
Rifamycines Rifampicine 30 ug
Quinolones Acide nalidixique 30ug
Fluméquine 30 ug
Sulfamides Triméthroprime-Sulfamides| T-1,25ug + S-23,75ug
Divers Novobiocine 30 U1
Fosfomycine 50 ug

Les boites sont mises & incuber & 28°C jusqu’a appari-
tion de colonies (2 a4 15 jours), Les colonies sont alors
prélevées pour identification et contréle de la résistance.

Etude du comportement épiphylle de X.c. pv. citri
Sur agrumes.

Deux cents millilitres d‘une suspension dense (10® cfu/
ml) de la souche JA 143 str] résistante 4 la streptomycine
sont pulvérisés sur Citrus agés de 3 ans. Nous avons mené
cette expérience sur tangelo Orlando et Poncirus trifoliata.

Un échantillon de 20 feuilles est prélevé réguliérement
sur les arbres (4 feuilles par arbre). On réalise ensuite
successivement une empreinte de chaque feuille sur un
milieu gélosé en bofte de Pétri et un lavage des 20 feuilles
dans 200 ml d’eau distillée stérile pendant 4 heures.

A partir d’une série de dilution (0 a 10*) de l'eau de
lavage, on fait une numérotation de colonies par étalement
de 0,2 ml de chaque dilution sur un milieu gélosé en boite
(2 répétitions) et une estimation de la population par la
technique d’immunofluorescence indirecte (sérum JA 143
dilué au 1/3000, sérum fluorescent dilué au 1/300).

Le milieu gélosé pour cette expérience est le milieu
LPGA additionné de cycloheximide (50 ppm) et de strep-
tomycine (50 ppm) qui permet la sélection de la souche
JA 143 stry et facilite la numération des colonies du pv.
citri.

Etude du pouvoir pathogéne.
o Inoculation.

Trente-deux souches isolées de Citrus ont été inoculées
a 5 espéces de Citrus dgées de 3 ans : tangelo Orlando,
C. volkameriana, C. sinensis var. Madame Vinous, P. trifo-
liata et C. aurantifolia.

Pour chaque souche, un inoculum dense (10® cfu/ml)
est préparé dans 4,5 ml d’eau distillée stérile. La suspension
bactérienne est prélevée a 1'aide d’une seringue. On réalise
alors une piqire au travers de la feuille et on dépose une
goutte de I'inoculum sur la face supérieure de la feuille au
niveau de la pigiire. On inocule ainsi pour chaque souche
5 feuilles par espéce de Citrus et sur chaque feuille, on ef-
fectue 10 pigiires (5 de chaque c6té de la nervure centrale).
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Pour faciliter le développement de la maladie, les arbres
sont maintenus sous serre (30 4 40°C) et forte humidité
(arrosages au sol fréquents).

e Réisolement et caractérisation.

Soixante-six jours aprés inoculation, les feuilles inoculées
de tangelo Orlando ont été prélevées. Les feuilles inoculées
par la méme souche sont broyées ensemble au Waring-
Blendor (10 ml d’eau distillée stérile par feuille). Le broyat
est dilué (04 10*) et fait I'objet d’une numération de co-
lonies par étalement sur boite de Pétri (milieu LPGA) et
une estimation de la population par la technique d'immuno-
fluorescence (sérum JA 143, JB 3-7 ou JB 3-8 dilué au
1/3000 ; sérum fluorescent dilué au 1/300). Les colonies
qui apparaissent lors de la numération sur bofte font 'objet
d’une caractérisation rapide du pv. citri.

TABLEAU 2 - Origine des souches.
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RESULTATS

Origine des souches.

A partir des échantillons de Citrus provenant de la Réu-
nion, une cinquantaine de souches ont été isolées (tableau

2).

Caractéres généraux des souches.

La taille des colonies aprés 3 jours d’inoculation & 28°C
peut varier d'une souche & une autre. Elle se situe entre 1
et 2 mm.

Souches Isolées de
JA 143 Citrus sp.
JA 1511 Oranger (Citrus sinensis)
JA 151-5 Oranger
JA 151-8 Clémentinier (Citrus nobilis x Citrus salicifolia)
JA 159.1 Clémentinier
JA 1625 Citronnier (Citrus limonia)
JA 163-2 Citrus sp.
JA 163-4 Oranger
JA 163-5 Clémentinier
JA 167-2 Citrus sp.
JB 3-1 Oranger
JB 3-2 Clémentinier
JB3-3 Lime mexicaine (Citrus aurantifolia)
JB 34 Lime mexicaine
JB 35 Citronnier
IB 36 Souche référence du chancre C (CIVEROLO E.)
IB 3-7 Souche référence du chanere A (CIVEROLO E.)
JB 3-8 Souche référence du chancre B (CIVEROLO E.)
JB 50-(1a, 2a, 3) Comvaba (Citrus hystrix)
JB 50-(8a, 8b) Combava
JB 50-(10a, 10b) Combava
JB53-(laa 1h) Oranger
JB 53-(21a a 21c) Lime de Tahiti
JB 53.(22a & 22¢) Lime de Tahiti
JB 53-(31a, 31b, 32) Combava
B 93-1 Citronnier
1B 93-3 Clémentinier
JB 93-4 Oranger
JB93.7 Combava
JB 93-9 Lime de Tahiti
Jc7 Citronnier
JC13(1a7) Citrus sp. (A\UBERT B.)
JC 26-2 Combava
Jc271 Citronnier
Jc27-2 Citronnier
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TABLEAU 3 . Caractéres généraux des souches.

Fruits - vol. 40, n°11, 1985

Test g | w
2|2 3
31582 & T
|l 2| E| €| 58| o | Flagele iagnostic

73 S22 | 2

] % & e | €8 = a c
Souches Clm| |l & |egs | 2= | &
JA 143 + | ox + + | 1 polaire | Xanthomonas probable
JA 151-1 + | ox 4 + " "
JA 151-5 3. | O% + + " "
JA 151.8 . | ox T " =
JA 159-1 + | ox + + " "
JA 162.5 . | ox - + - @
JA 163-2 + | ox + + » 2
JA 163-4 . | ox + + - s
JA 1635 L | ox + - » “
JA167-2 L | ox + o
JB 3-1 L | ox | + + + » o
B 3-2 A o | ox | + + + n "
JB 33 i [ox = + + |1 polaire il »
JB34 L lox | o+ + + | 1 polaire
IB 35 s |ox | + + + =
JB3-6 L lox | + + + | 1 polaire | souche réf. du chancre C
B 3-7 L |ox |+ ¥ + | 1 polaire | souche réf. du chancre A
JB 3-8 L lox |+ * + | 1 polaire | souche réf. du chancre B
JB 50-1a . | ox | + - * + | 1 polaire | Xanthomonas probable
JB 50-1b + | fe + non X.
JB 50-2a + | ox | + + W
JB 50-2b .l ox |+ w
B 50-3 - lox | + # »
B 504 + | ox | + + +
,rB 50-5 + [1).4 + ”»
IB 50-6 + | ox + »
JB 50.7 + |ox | - L
JB 50-8a + | ox | + ¥ + X. probable
JB 50-8b + |ox | + - + non X.
JB 509 + | fe + "
JB 50-10a + | ox + 1 polaire | X, probable
JB 50-10b + | ox + 1 polaire "
JB 51 fe Non X.
JB 52.1 - | ox B »
JB 52.2 + | fe ”
JB 523 + | fe w
JB 53-1a + | ox | + = + Non X.
JB 53-1b + | ox | + + + |1 polaire | X. probable
JB 53-1¢ Ne pousse pas
JB 53-1d + |ox | + - + Non X.
JB 53-1e fe o
JB 53-1f . |ox | & : + L
JB 53-1g + ox | + - + »
JB 53-1h - lox | = + + . "
JB 53-21a + | ox | + - + + X. probable
JB 53-21b = + = + Non X.
JB 53-21¢ ox | + + >
JB 53-22a + Jox | + . »
JB 53.22b r . + 2
JB 53-22¢ + | ox | + - = + 3
JB 53'3 la + fe -+ * a
JB 53-31b + fox | # - + "
JB 53-32a ox + »
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La vitesse de croissance sur milieu LPGA est assez homo-
géne pour l'ensemble des souches a I'exception de JB
3-3 et ]B 3-4 qui ont une croissance plus lente.

La couleur des souches varie du jaune paille au jaune
orangé. Les nuances de couleur dans le jaune sont cependant
fonction, pour une méme souche, de la température de
croissance et de I'dge de la culture.

La couleur est néanmoins importante dans la détermi-
nation du genre Xanthomonas (tableau 3).

1l est important de noter que les souches JC 13-1 a JC
13-7 isolées sur le milieu sélectif ne présentent que trés
peu de parenté avec le pv. citri. Si la plupart des autres
souches possédent les caractéres bactériologiques du pv.
citri, certaines d’entre elles présentent des anomalies :
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- JB 3-3, JC 7 et JC 13-5 ne produisent pas d'HgS ;

- JA 162-5, JB 934, JC 13-1, JC 13-2, JC 13-3, JC 13-5,
JC 13-6 et JC 13-7 n’hydrolysent pas 1’amidon ;

-JC 7, JC 131 a JC 13-7 et JC 26-2 ne provoquent pas
de réaction d’hypersensibilité sur tabac.

Milieu sélectif.

Trente-cinq souches isolées de Cifrus et vingt autres
espéces bactériennes appartenant aux 5 genres de bactéries
phytopathogénes ont été criblées sur le milieu sélectif
afin d’en connaftre le spectre d'action (tableau 4).

Toutes les souches du pv. citri poussent correctement
sur ce milieu, les colonies formées restant cependant plus
petites que sur le milieu LPGA.

TABLEAU 4 - Croissance des souches sur le milieu sélectif (MICHAULT).

souches isolées de Citrus

autres espéces bactériennes

JA 143 *
JA151-1 #
JA151.5%
JA151.8*
JA 159-1 #
JA 1625 #
JA 1634 *
JA163.5*
JA167.2 %
JB3-1*
JB3.2*
JB33 e
JB34 e
JB35*
JB36*
JB3.7%
JB3-8*
JB 50-1 *
JB50-8 e
JB 50-10a *
JB 50-10b *
JB 53-1 %
JB53-21 e
JB 931 #
JB93.3 *
JB 934

JB 93.7 #
JB 93-9

JB 131
JB13-2 e
JB13-3 e
JB134 e
JB13.5
JB13-6e
JB13-7e

S I R T S S

I S O

L I

P. solanacearum
P. persicae

P. syringae

P. mors-prunorum
P. tomato

P. viridiflava

P. cichorii

P. marginalis

P. fluorescens

X. campestris

X. corylina

X. juglandis

X. pelargoni

E. carotovora

E. chrysanthemi
E. rhapontici +
C. fascians

C. flaccumfaciens
C. michiganense
A. tumefasciens

PR T T S S St

v Hoa

Lecture & trois jours

+ Croissance forte
+ Croissance faible
- Croissance nulle

* Xanthomonas citri
e non Xanthomonas citri
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Si ce milieu n’est pas d’une totale efficacité, il permet
toutefois D’élimination d'un certain nombre d’espéces
bactériennes et facilite ainsi I'isolement du pv. citri. On
se doit cependant de rester prudent lors de l'utilisation de
ce milieu et de confirmer par les tests classiques de caracté-
risation, I'appartenance de la bactérie isolée au pv. citri.
Les souches JC 13-1 a JC 13-7 poussant correctement sur
ce milieu, mais n’appartenant pas au pv. citri, sont un bon
exemple des limites de I'intérét d’un milieu sélectif.

Utilisation des substrats carbonés.

Le tableau 5 regroupe les résultats de croissance sur les
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différentes sources de carbone observés aprés 8 jours d'in-
cubation & 28°C (15 jours pour JB 159-1 de croissance
trés lente sur milieu minéral).

Les souches de références JB 3.7 (chancre A), JB 3-8
(chancre B) et JB 3-6 (chancre C) se distinguent par un

certain nombre de caractéres :

Alors que JB 3-7 utilise le maltose et le lactose, JB 3-6
utilise en plus I'amidon et le malate, JB 3-8 ne pousse sur
aucun de ces substrats carbonés.

Contrairement aux observations de GOTO (1980) aucune
souche n'utilise le citrate.

TABLEAU 5 - Utilisation des substrats carbonés par les souches isolées de divers échantillons d’agrumes en

provenance de la Réunion.

Types de

Souches
chancres

ABC

Substrats

JB 3-7 *
JB 3-8 *
JB36*
JA 143 *
JA 151-1 *
JA 151-5 *
JA 151-8 *
JA 159-1 %0
JA 162-5 *
JA 163-2 *
JA 1634 *
JA 163-5 *

JA 167-2 *
JB 3-1%

JB 3-2 %

JB34e
JB 3-5%
IB 50-1a
JB502ae
JB503e
JB 50-8a
JB 50-8be
JB 50-10a *
JB 50-10b *
JB 53-1a
JB 53-1b
JB 53-1d
JB 53-1f e
JB 53-21a
JB 53-22a e
JB 53-22c e
JB 53-31b e

JB33e

Arabinose
Rhamnose
Xylose
Glucose
Fructose
D (+ ) Galactose
Mannose
Maltose
Lactose
Tréalose
Saccharose
Raffinose
ot Méthyl D
Glucoside
Salicin
Sorbitol
Inositol
Dulcitol
Glycerol
Mannitol
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Gluconate
Oxalate
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Citrate
Succinate
Malate
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Les caractéres sorbitol négatif et inositol négatif des
souches confirment leur appartenance a l'espéce Xantho-
monas canmpestris.

Les résultats montrent des différences importantes au
niveau de 'utilisation de 5 substrats carbonés : le maltose,
le lactose, I'amidon, le malonate et le malate.

Il est important de eignaler qu’aucune souche de pv.
citri isolée de la Réunion ne correspond par ses caractéres
biochimiques a la souche référence du chancre B (JB 3-8).

Les souches JB 3-2, JB 3-3, JB 3-4 et JA 1672 ne
peuvent étre identifiées a une des souches de référence.

TABLEAU 6 - Relations antigéniques.

-T27

Ces résultats, en plus des tests de détermination, nous
ont permis de sélectionner les souches apparentées a I'espé-
ce Xanthomonas campestris pv. cilri.

Les souches JB 53-1a, JB 53-1d, ]JB 53-1g, JB 53-21a,
ne poussant sur aucun des milieux, sont éliminées.

Les souches JB 50-2a, JB 50-3, JB 50-8b, JB 53-1f,
JB 53-22a, JB 53-22¢, JB 53-31b, utilisant un ou plusieurs
des composés carbonés suivants : rhamnose, d méthyl
D glucoside, sorbitol, inositol, dulcitol, ne répondent pas
aux caractéres généraux de l'espéce Xanthomonas campes-
tris pv. citri.

Sérums

JA 143 | JA 151-1 | JA 151-5

Souches

JA 151-8 | JB 3-6 | IB 3-7 | JB 3-8 | Types de chancres

JB 3_7 ++ + ++
JA 143
JA 151-1
JA 151-5 4 ++ o
JA 151-8
JA 159-1
JA 3-1
JB 50-10b } . / /
JB 53-1b

1B 38 " " -
IB 3-6 + 4 +4 ++

JA 162-5
JA 163-4
JA. 163-5 ++ ++ ++
IB 32
IB 3-5

IB 50-10a s 7 /
IB 50-1a +o / /

JA 1632 }
JA 167-2

IB 33 J
IB 34
IB502a
JB 50-8a
JB 50-8b
JB 53-1a
JB 53-1d
JB 53-1f
JB 53-1g
JB 53-21a
JB 53-22a
JB 53-22¢

JB 53-31b )

++ ++ ++

4 - ++ - A

++ - ++ Ou - - A?

+F ++ 4 - C

++ + + i C?

4 # - - ?

++ sérum dilué au 1/12800 ou 1/6400
+ sérum dilué au 1/3200 ou 1/1600
- dilution du sérum inférieure a 1/800
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Les autres souches sont proches soit de la souche réfé-
rence du chanere A, soit de celle du chancre C ; mais en
aucun cas on ne trouve de souches apparentées a la souche
de référence du chancre B.

Relations antigéniques.

Le titre des sérums anti JA 143, anti JA 151-1, anti JA
151-5, anti JB 3-7 et anti JB 3-8 est de 12 800. Celui des
sérums anti JA 151-8 et anti JB 3-6 est de 6.400 (tableau
6).

En se basant sur les résultats de la sérologie nous pouvons
confirmer qu’aucune souche isolée de la Réunion n’est
apparentée a la souche référence JB 3-8 du chancre B.

Aucune souche ne réagit fortement avec le sérum anti
JB 3-8. La réaction antigéne-anticorps ne se produit qu’avec
les dilutions a 1/10, 1/100,1/200 du sérum.

Malgré quelques difficultés d’interprétation pour les
souches JA 163-2, JA 167-2, JB 3-3, JB 34, JB 50-2a a
JB 53-31 b, les souches de Xanthomonas citri isolées de la
Réunion sont sérologiquement proches mais non identiques
aux souches références des chancres A ou C.

En outre, le fait que la souche JB 3-6 (chancre C) réagis-
se avec le sérum anti JB 3-7 laisse supposer qu'il existe au
moins un motif antigénique commun aux deux souches.

Fruits - vol. 40, n°11, 1985

Cependant aucune réaction ne se produit entre JB 3-7 et
le sérum anti JB 3-6.

JB 3-7 posséderait donc en plus de ses motifs antigéni-
ques propres, des motifs antigéniques communs avec JB

3.6.

Utilisation des bactériophages.

Les résultats de la sensibilité aux bactériophages XCq,
XC3, XC4, XCs, Cp1, Cp2 et Cp3, figurent au tableau 7.

Seule la souche JB 3-5 est sensible aux bactériophages
XCj, XCq et XC5.

Aucune des souches n’est lysée par le bactériophage
XC3. Méme la souche réceptrice JA 151-1, qui a servi
4 la multiplication du bactériophage, est résistante. La
suspension phagique ne contenait peut-étre plus de bacté-
riophage vivant.

Certaines souches sont sensibles au bactériophages Cpl
seul (JB 3-7), au bactériophage Cp seul (JA 143, JA
151-5 et JA 151-8) ; d’autres le sont aux deux (JA 159-1,
JA 162-5, JB 3-5).

Enfin, seule, la souche JB 3-8 est lysée par le bactério-
phage Cps.

TABLEAU 7 - Comparaison pour la sensibilité aux bactériophages des souches de la Réunion
et des souches de références JB 3-7 (chancre A), JB 3-8 (chancre B) et JB 3-6 (chancre C).

Phages

Souches

XC1 XC4 XC5 | XC3

Cp1 | Cp2 | Cp3 | Types de chancres

B 37 s
JA 143 }

JA 151-5
JA 151-8

JA 159-1 ]
JA 162-5

JB 3-5 +
JB 3-8 ,
JB 3-6 -
JA 151-1
JA 163-2
JA 1634
JA 163-5
JB 3-1
JB 3-2
JB 3-3
JB 34

T : A

. ’ A?

| s - A?

s | s : A?
- | + B
- 1 - C

- - - AouC
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Aucune des souches isolées de la Réunion n’est lysée
par le bactériophage Cp3. Celui-ci est considéré actuelle-
ment comme étant un bactériophage spécifique du chan-
cre B.

Aucune des souches isolées de la Réunion n’est lysée
par le seul bactériophage Cpy. Cependant, les bactériophages
Cpj et Cpy sont, selon GOTO (1980), spécifiques du chan-
cre A.

Les souches JA 143, JA 151-5, JA 151-8, JA 159-1, JA
162-5 et JB 3-5, bien que différentes de la souche référence
JB 3-7, ;sont probablement proches du chancre A.

La souche référence JB 3-6 du chancre C n’est lysée par
aucun des bactériophages. Il en est de méme pour les sou-
ches JA 151-1, JA 163-2, JA 1634, JA 163-5, B 3-1,
JB3-2,]B3-3et]B 34.

Nous ne pouvons cependant pas les apparenter avec cer-
titude au chancre C, GOTO (1980) ayant signalé une souche
du chancre A résistante aux bactériophages Cpj,Cpy et

Cp3.

Antibiogrammes.

Le diamétre des zones d’inhibition est fonction de la
sensibilité du germe et permet une détermination de I'effi-
cacité de I’antibiotique. Pour la lecture des antibiogrammes,
nous avons choisi une interprétation binaire (BIO-MERIEUX)

- diamétre de la zone d’inhibition inférieur ou égal au dia-
métre critique : résistant ;

- diamétre de la zone d’inhibition supérieur au diameétre
critique : sensible.
(tableau 8).

Les souches du pv. cifri se différencient facilement des
autres souches isolées de Cifrus par leur sensibilité a la
gentamicine et 4 Dacide nalidixique en particulier. Elles
sont par contre toutes résistantes a la céfalotine (antibio-
tique entrant dans la composition du milieu sélectif).

Sur la base de ces antibiogrammes, nous pouvons rappro-
cher les souches JA 151-1, JA 151-8, JA 162-5, JA 167,2,
JB 3-1, JB 3-2 et JB 93-7 de la souche référence du chan-
cre C (JB 3-6). Nous pouvons par ailleurs regrouper les
souches JA 143 [considérée comme proche de la souche
référence du chancre A (JB3-7)], JA 151-5, JA 159-1,
JA 163-4, JA 163-5, JB 50-10b, JB 53-1 et JB 93-1.

Si la souche référence du chancre A (JB 3-7) ne présente
qu'une différence (céfotaxime -) avec celle du chancre C
(JB 3-6) (céfotaxime +), il n’en est pas de méme pour la
souche référence du chancre B (JB 3-8) qui posséde un
antibiogramme bien particulier.
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Analyse de plasmides.

Malgré les nombreuses difficultés rencontrées lors de cette
¢tude, nous avons pu mettre en évidence la présence d’un
ou plusieurs plasmides dans 15 souches du pv. cifri et 5 sou-
ches isolées de Citrus de la Réunion.

L'utilisation de 2 souches de références (Xanthomonas
corylina tp4 et Erwinia herbicola rpg) ayant des plasmides
de poids moléculaires connus, a permis I’évaluation du poids
moléculaire des plasmides rencontrés. La mobilité relative
d’une plasmide dans un gel d’agarose est fonction de son
poids moléculaire et le report de cette valeur sur une courbe
étalon permet de connaitre ce poids (figure 1).

La comparaison des plasmides des souches isolées de

Citrus de la Réunion nous conduit aux interprétations
suivantes :

- les souches JA 143, JA 151-1, JA 162-5, JA 1634, JC-
27-1 et JC 27-2, possédent un plasmide semblable a celui
de la souche JB 3-7 (référence du chancre A). Ces plas-
mides ont un poids moléculaire proche du plasmide P4 5

- les souches JA 151-5, JA 163-5, JA 167-2, JB-93-7 et
JA 143 rifg, possédent un ou deux plasmides proches de
ceux de la souche JB 3.6 (référence du chancre C).

On constatera que cette «classification» est, excepté
pour les souches JA 167-2 et JB 93-7, différente de celle
proposée par 'analyse des antibiogrammes. Cette remar-
que ne peut que mieux nous faire comprendre la grande
variabilité de la population du pv. citri & la Réunion ... ou

les limites d’une classification trop simpliste en chancres
A,BetCIl!

Obtention des souches résistantes aux antibiotiques.

Deux souches résistantes a la rifamycine (JA 143 rif}
et JA 143 rify) et deux souches résistantes a la streptomyci-
ne (JA 143 stry et JA 143 strp) ont été isolées 4 et 8 jours
respectivement aprés ensemencement. Aucune colonie ne
s’est développée sur le milieu gélosé contenant de la ka-
namycine ou de la novobiocine comme antibiotique.

La souche JA 143 str) a été utilisée lors de I'étude du
comportement épiphylle de Xanthomonas citri sur agrumes,
Les souches JA 143 stry et JA 143 rify ont été utilisées
dans I'étude du pouvoir pathogéne, La souche JA 143 rify
a fait I'objet d’une analyse de plasmides.

Toutes ces souches sont au moins résistantes 2 50 ppm
d’antibiotique. C’est cette concentration qui est utilisée
pour la préparation des milieux de numération dans I’étude
du comportement épiphylle du pv. citri sur agrumes.

L’obtention de résistants au laboratoire laisse supposer
qu’un tel phénoméne n'est pas improbable dans la nature
et montre les limites des possibilités d'utilisation des anti-
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TABLEAU 8 - Antibiogrammes.
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Antibiotique]

Souche

Streptomycine

Oxytétracycline
Rifampicine

Gentamicine
Sisomicine
Fluméquine

Sulfamides

JA 143%
JA 151-1 #
JA 151-5 *
JA 151-8 *
JA 159-1*
JA 162-5 *
JA 1634 *
JA 163-5 *
JA 1672 %
JB 3-1 %
JB3-2%
IB 3-3

JB 34

IB 3-5 *
JB36*
JB 3-7#
JB 3-8 *
JB 50-1 *
JB 50-8 -
JB 50-10a * -
JB 50-10b *
JB 53-1 *
JB 53-21
JB 93-1 *
JB 934

JB 93-7 *
IB 939
JC7

JC 13-1

JC 132

JC 133

JC 134 -
JC 135 -
JC 13-6
JC 137

+ + + + + + + + + + + |Carbénicilline
+ + + + + + + + + + + |Céfalotine

+ 4+ + + + + + + + + +|Céfaroxime

+ + + + + + + + + + +|Céfamandole
+ + + + + + + + + + +|Céfotaxime
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biotiques dans la Iutte contre les maladies bactériennes.
Etude du comportement épiphylle de Xanthomonas

citri sur agrumes.

Le résultat des prélévements effectués sur tangelo Or-
lando et P. trifoliata est représenté par les figures 2 et 3.

Les courbes d’évolution des populations montrent une
diminution rapide de la quantité de bactéries viables (comp-
tage étalement, comptage empreinte) a la surface des

* Xanthomonas citri.

feuilles. On constate cependant une augmentation de la
population bactérienne sur tangelo Orlando entre le 4e
et le 8e jour aprés inoculation.

La numération par la technique d’immunofluorescence
donne des valeurs pratiquement constantes car cette techni-
que ne tient pas compte de la viabilité des cellules. Elle
ne présente donc que peu d’intérét dans 1’étude sous serre
de I’évolution d’une population, ot I'absence de pluie de
lessivage en particulier ne permet pas I’élimination des
déchets (bactéries mortes).
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E. herbicola rpg

X.coryiina rp4
JB 3-7%

JA 143%*

JA 162-6%
JA 163-4%
JC 27-1%
JC 27-2%
JA 151-1%
JB 3-6%

JA 151-b*

JA 163-5 %
JA 167-2 %
JB 937 %
JA 143 rify *
JA 159-1%
JB 3-5%
JC 13-2 %
JC 13-4
JC 136
JC 137
JC 13-3

an
o
1

106 daltons
8

X
2

@
e

100

Figure 1+ COMPARAISON DES PLASMIDES DES SOUCHES ISOLEES DE CITRUS

Nous signalerons enfin que deux mois aprés I’inoculation
aucun symptdéme n'était apparu. Tout ceci laisse supposer
que, d’une part pv. citri est incapable de survivre d’une
facon prolongée «en saprophyte» a la surface des feuilles
et que, d’autre part la pénétration de la bactérie (donc le
développement de la maladie) ne peut se faire qu’au niveau
de zones blessées. Il serait souhaitable pour conforter cette
hypothése de réaliser la méme expérience en blessant
préalablement les feuilles (sable, carborandum).

Le non-maintien de la bactérie sur les feuilles est une
donnée intéressante pour les études épidémiologiques qu’il
serait nécessaire d’entreprendre 4 la Réunion, et dont il
faudra tenir compte dans I’établissement des programmes
de lutte.

Etude du pouvoir pathogéne.
e Notation.
Le systéme de notation choisi a pour but d’apprécier

la vitesse d’apparition des symptomes (notation 28, 37 et
65 jours aprés inoculation) et la fréquence de l'infection.

Chaque inoculation est notée + ou - selon I'apparition ou
non de pustules caractéristiques. On obtient ainsi la proba-
bilité de réussite de l'inoculation au niveau d’une feuille
(10 pigares) et on calcule la moyenne sur les 5 feuilles. La
valeur de p obtenue est transformée en degrés (y=Arcsin vVp)
pour permettre I"analyse statistique.

Des problémes d’ordre physiologique (perte des feuilles,
mauvaise croissance) et d’ordre parasitaire (acariens), ont
perturbé I'expérimentation sur les espéces P. trifoliata et
C. aurantifolia ; 1'étude du pouvoir pathogéne et I"analyse
mathématique ne portent donc que sur les espéces tangelo
Orlando, C. sinensis var. Madame Vinous et C. volkame-
riana (tableau 9). Les souches JB 3-3, JB 34, JB 50-8,
JB 53-21, JC 7, JC 13-3, JC 134 et JC 26-2 ne sont pas
pathogénes sur agrumes ; ce qui confirme leur non-apparte-
nance au pv. citri.

® Analyse des résultats.

Une analyse de variance montre qu’il existe une diffé-
rence significative de sensibilité des espéces de Citrus
et de virulence des souches du pv. citri (tableau 10) 28,
37 et 65 jours aprés inoculation.
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TABLEAU 9 - Variation de la réponse de trois espéces d’agrumes a I'inoculation de différentes souches
de Xanthomonas citri.

Jours aprés
Souche inoculation Tangelo Orlando Citrus sinensis var. Madame Vinous Citrus volkameriana

JA 143% 28 43,38 54,47 66,01
37 65,85 69,54 46,75

65 61,62 64,16 57,69

JA 151-1% 69,52 86,31 65,96
86,31 86,31 82,15

50,00 90,00 84,69

JA 151-5% 14,31 56,25 90,00
90,00 83,86 82,63

90,00 90,00 90,00

JA 151-8% 60,52 71,83 65,47
75,69 86,31 73,55

75,99 82,63 81,70

JA 162-5% 69,05 72,00 90,00
82,63 82,63 86,31

78,94 90,00 90,00

JA 163-2% 86,31 82,15 75,69
90,00 90,00 81,00

90,00 90,00 82,63

JA 163-4* 53,09 80,79 90,00
78,75 90,00 81,70

84,69 90,00 84,69

JA 167-2* 77,31 76,16 56,96
86,31 83,36 86,31

90,00 90,00 67,28

IB 3-1% 56,25 78,75 90,00
83,36 82,63 90,00

83,36 86,31 90,00

JB 3-2% 50,32 78,47 82,63
83,36 86,31 70,38

90,00 86,31 72,00

JB 3-5% 53,27 70,38 74,78
75,69 78,94 77,32

80,19 78,94 82,63

JB 3-6% 61,67 74,36 78,47
65,36 82,63 84,69

69,64 86,31 83,36

JB 3-7* 61,67 84,69 79,67
90,00 90,00 82,63

90,00 90,00 82,63

JB 3-8% 9,00 23,11 0,00
73,16 65,31 37,89

77,32 74,31 59,32

JB 50-1% 90,00 86,31 90,00
90,00 90,00 90,00

90,00 90,00 90,00

JB 50-10a* 5,31 78,47 24,64
30,99 79,67 60,52

53,83 86,31 77,09
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Souche Tangelo Orlando Citrus sinensis var. Madame Vinous Citrus volkameriana

JB 50-10 b* 83,36 78,47 90,00
90,00 86,31 82,63
90,00 86,31 90,00
JB 93-1% 83,36 81,70 90,00
84,69 90,00 90,00
90,00 90,00 90,00
JB 93-3% 72,00 86,31 84,69
90,00 90,00 81,00
90,00 90,00 81,00
JB 93-7% 73,03 83,36 74,36
L 90,00 84,69 78,47
86,31 84,69 83,36
JC 27-1* 70,39 90,00 90,00
. 81,00 90,00 90,00
79,38 90,00 90,00
JA 143 rifp* 22,16 34,80 0,00
56.83 62,88 21,69
54,81 65,83 29,36
JA 143 strp* 45,42 48,51 23,32
6456 64,03 50,44
73,15 65,66 58,84

Les pourcentages de réponses sont transformés en y = Arc sin/p.

e Sensibilité des espéces.

L’analyse des résultats par le test des ranges de Duncan

(tableau 11) indique que les espéces C. sinensis var. Ma-
dame Vinous et C. volkameriana sont plus sensibles a
infection par le pv. citri que I'espéce tangelo Orlando
(test signification 4 5 p. 100 28 jours aprés inoculation).

TABLEAU 10 - Analyse de variance.

Cependant, 37 et 65 jours aprés inoculation, on constate
que : la sensibilité du C sinensis var. Madame Vinous
n'est pas significativement différente de celle du tangelo
la sensibilité du tangelo Orlando n’est pas si-
gnificativement différente de celle du C. volkameriana ;

le C. sinensis var. Madame Vinous est par contre significati-
vement plus sensible que le C. volkameriana.

Orlando ;

Origine de la fluctuation| Somme des carrés des écarts | Nombre de d.d.l. | Variance F
Notation 28 jours aprés inoculation :

souches 29 252,83 22 1329,67 (6,87 **
variétés 2 843,73 2 1421,86(7,35 **
résiduelle 8 516,81 44 193,56

total 40 613,37 68

Notation 37 jours aprés inoculation :

souches 10 095,66 22 458,89 5,80 **
variétés 763,28 2 381,64|4,83 *
résiduelle 3479,17 44 79,07

total 14 338,11 68

Notation 65 jours aprés inoculation :

souches 7 167,01 22 325,7716,47 **
variétés 425,29 2 212,64 14,22 *
résiduelle 2.216,84 4 50,38

total 9 809,14 68

* - significatif 4 5 p. 100

*#% _significatif 4 1 p. 100
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TABLEAU 11 - Test des ranges de Duncan sur trois espéces de Citrus.

Citrus sinensis var. Madame Vinous | Tangelo Orlando | Citrus volkameriana
28 jours aprés inoculation|
sensibilité
moyenne 72,07 56,99 68,38
r
9.92 62,15 S NS
824 S 60,14
37 jours aprés inoculation
sensibilité
W 82,41 78,46 74,26
r
6,33 76,08 NS S
5,25 73,21 NS
65 jours aprés inoculation
sensibilité
W 84,25 80,84 78,19
r
5,06 79,19 NS S
4,20 76,64 NS

S : significatif au seuil 5 p. 100

Une analyse plus détaillée des valeurs (tableau 9 - 65
jours) indique bien que le C. sinensis var. Madame Vinous
se classe comme plus sensible que le tangelo Orlando et le
C. volkameriana ; ce dernier étant plus résistant que le
tangelo Orlando.

e Pouvoir pathogéne des souches.

Une analyse similaire des résultats d’inoculations montre
qu’il n’existe pas de différence significative (méthode des
ranges de Duncan) entre les souches sauf pour JA 143,
JA 143 strp et JA 143 rify que l'on peut regrouper et
séparer des précédentes. Cependant, 3 souches (JA 151-5,
JB 50-1, JB 93-1) se développent efficacement (p =1)
sur les trois espéces de Citrus considérées. Par contre, les
souches JA 143, JA 143 stry, JA 143 rify, JB 3-8 (chancre
B) et JB 50-10a, ont un pouvoir pathogéne réduit sur ces
mémes espéces (p moy. = 0,78). Les souches JA 167-2
et JB 3-2 sont plus agressives sur tangelo Orlando et C.
sinensis var. Madame Vinous que sur C. volkameriana. Les
souches JA 162-5, JB 3-6 (chancre C) et JC 27-1 sont,
elles, plus agressives sur C. sinensis var. Madame Vinous et
C. volkameriana que sur tangelo Orlando.

Ces résultats expérimentaux montrent une fois encore
la grande variabilité de la population du pv. citri 4 la Réu-
nion, et ne facilite pas la classification des espéces de Ci-
trus en fonction de leur sensibilité ; et par la méme oc-
casion, le fravail du sélectionneur dans la recherche de
variétés résistantes (ou moins sensibles) - une espéce ré-
sistante 4 une souche pouvant se montrer sensible lors du
criblage par une autre souche.

NS : non significatif au seuil 5 p. 100

e Réisolement et caractérisation.

Pour établir le principe de KOCH, aprés isolement et
inoculation, nous avons réisolé les bactéries 4 partir des
symptomes sur feuilles de tangelo Orlando.

La caractérisation des bactéries par les tests classiques de
détermination les situe dans le genre Xanthomonas (escu-
line +, cytochrome C oxydase -, réduction nitrates en
nitrites -, hydrolyse de I'amidon +, Hugh et Leifson oxy-
datif, hypersensibilité sur tabac +). De plus, I'utilisation
de la sérologie (tableau 12) montre que, seule, I’eau de
broyage des feuilles inoculées avec la souche JB 3-8 (chan-
cre B) présente une fluorescence avec le sérum JB 3-8,
Ceci conforte les premiers travaux selon lesquels aucune
souche de la Réunion ne s’apparente a la souche référence
du chancre B. Les autres souches réagissent seulement
avec les sérums JA 143 et JB 3-7 (chancre A).

Enfin, les souches JB 3-3, JB 3-4, JB 50-8, IB 53-21,
JC 7, JC 13-3, JC 134 et JC 26-2, se révélent non patho-
génes sur tangelo Orlando (mais aussi sur C. sinensis var.
Madame Vinous et C. volkameriana), ce qui conforte nos
résultats antérieurs.

Le comptage indique le niveau des populations dans les
feuilles inoculées. La comparaison avec les valeurs du pou-
voir pathogéne des souches (tableau 9) montre que les
souches les plus agressives sur tangelo Orlando se sont
fortement multipliées dans les feuilles '(10° a 10% cfu/
feuille) ; les moins agressives présentent par contre un
niveau de population plus faible (10% 4 10° cfu/feuille).
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TABLEAU 12 - Relations sérologiques et comptages des populations.

pathogéne sur Tangelo Orlando Serin comptage étalement
Boacur JA 143 log | JB3-7log |JB3-8 log | log cfu/feuille
bact/feuille | bact/feuille | bact/feuille

JA 143 o 1.3 6,9 - 5,5
JA 151-1 * 7,8 7.9 - 7.8
JA 1515 * 8,6 8,2 - 6,6
JA 151-8 N 7,0 7.4 - 6,4
JA 162-5 * 7,4 19 - 6,5
JA 163-2 * 8,1 8.4 - 6,9
JA 1634 ¥ 1.9 8,2 - 1.5
JA 1672 i 7.7 8,3 - 8.5
JB 3-1 * 8,3 8,1 - 7,7
JB 3-2 ¥ 8,0 7.8 - 5,5
JB 3-3 - 0 0 0 0

JB 34 IS 0 0 0 0

JB 3-5 8.5 19 - 7.4
B 36 * 7.7 79 . 7,5
JB 3-7 * 7,9 7.9 - 7.8
JB 3-8 * - - 7.3 45
JB 50-1 i 7.8 8,0 - 48
JB 50-8 b 0 0 0 0

JB 50-10a ¥ 5,6 6,9 - 4,0
JB 50-10b + 8,2 8.4 . 7.1
JB 53-1 24 5,6 53 - 5,1
JB 53-21 - 0 0 0 0

JB 93-1 ¥ 8,2 7.9 - 7
JB 93-3 N 7,0 7.8 - 6,2
JB 93-7 * 7.9 7,5 - 6,8
JC7 + 5,6 0 - 0

JC13-3 - 0 0 0 0

JC134 - 0 0 0 0

JC 26-2 - 0 0 0 0

JC 27-1 + 0 7.4 - 7,6
JA 143 rify 2t 6,6 7,0 - 2.5
JA 143 strp il 0 6,8 - 6,0

broyage des feuilles de tangelo Orlando 66 jours aprés inoculation par piqiires (2.10® bact/ml).

CONCLUSION

L’ensemble de ces résultats donne un apercu de la varia-
bilité des populations pathogénes du pv. citri dans I’ile
de la Réunion. Cette variabilité s’exprime déja par des
différences des caractéristiques physiologiques, biochimi-
ques, sérologiques et lysotypiques des souches. La sensibi-
lité des souches aux antibiotiques n’apporte aucune in-
formation supplémentaire mais confirme la différence des
souches de la Réunion avec la souche référence du chancre
B. Le début d’analyse génétique indique la présence de
plasmides ; ceux-ci n’étant apparemment d’aucune utilité
pour séparer les différents types de chancres. Enfin, I'étude

du pouvoir pathogéne n’a pas mis en évidence un spectre
d’hotes différent selon les souches et le type de chancre.
Tous ces éléments montrent que la classification des souches
en chancres A, B et C, n'est pas simple et militent en faveur
d’un sérieux réexamen.

Au plan biologique, on constate que X. c. pv. cifri n’est
capable de survivre que temporairement sur larbre (au
moins dans nos conditions d’expérimentations) ; de plus,
la réalisation de son cycle d’infection semble nécessiter
la présence de blessures. Cette étude A peine esquissée
devrait étre poursuivie pour mieux comprendre le dévelop-
pement de la maladie en fonction des conditions d’environ-
nement afin d’aboutir & terme & une lutte raisonnée et
efficace.
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