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RESUME

Contribution a 1l’étude de la bilologie de Xanthomonas
campestris pathovar manihotis (Arthaud- Berthet et
Bondar) Starr agent responsable de la bactériose
vasculaire du manioc, Manihot esculenta Crantz .

L’étude de la microflore bactérienne de la phyllosphére de
plants de manioc dans des plantations contaminées par la
bactériose vasculaire du manioc permet de mettre en évidence la
présence épiphylle de X. c¢. pv. manihotis . La capacité de cette
bactérie d’avoir une phase épiphyte au cours du cycle de la
maladie contribue & la formation de 1l’inoculum nécessaire au
déclenchement de la maladie, a la l’installation du pathogéne au
niveau de la plantation et favorise sa survie . Les mécanismes
intervenant dans la conservation de la bactérie permettent
d’'expliquer le caractére endémique de la maladie et son
apparition dans des zones indemnes . Deux mécanismes sont
essentiels : la capacité du pathogéne d’avoir une phase épiphyte
et sa conservation dans les tissus de 1’héte

La quantité de bactéries épiphylles peut étre limitée par le
niveau de réssitance de 1'’héte . Ainsi, le niveau des populations
présentes sur les cultivars tolérants (MB 27 et MB 38) ne
différent pas significativement de celui détecté sur les
cultivars sensibles ( Mpembé et Maloenda), mais est plus faible
sur le cultivar résistant TMS 30555 . Chez le manioc, 1la
résistance peut étre associée a la fois une limitation des
populations épiphylles et & une réduction de la multiplication de
la bactérie dans les tissus foliaires . Cependant, d’autres
mécanismes doivent intervenir comme le seuil d’infection, la
sensibilité des tissus, la limitation de la colonistion du
systéme vasculaire

La distribution lognormale des populations du pathogénes a
la surface des feuilles permet d’établir une relation
quantitative entre le niveau des populations épiphylles et
l’incidence de la maladie . Ainsi,au début du cycle cultural

(cultivar Mpembé, saison des pluies), le seuil de 104 uFrcC par
feuille est en relation avec 1l’incidence de la maladie . Ce seuil
n’est pas constant pour un couple cultivar-bactérie, mais dépend
des conditions environnementales et de la sensibilité de 1’héte

Mots-clés :

Manioc, Manihot esculenta Crantz, Afrique, bactériose vasculaire,
Xanthomonas campestris pathovar manihotis, épiphyte, cycle
biologique, tolérance, résistance, niveau de population,
distribution lognormale, incidence



Contribution to the biological study of Xanthomonas
campestis pathovar manihotis (Arthaud-Berthet et Bondar)
Starr, causal agent of cassava bacterial blight, Manihot

esculenta Crantz.

Study of the bacterial microflora of the phyllosphere of
cassava plants growing in fields previously infected with cassava
bacterial blight demonstrated the epiphytic activity of
Xanthomonas campestris pv. manihotis .The capacity of X. c¢. pv.
manihotis to have an epiphytic phase in its disease cycle
contributes to buildup of primary inoculum and to the
establishment of the pathogen in the field, and enhance its
survival . Analysis of the mechanisms ensuring persistence of the
causal agent of cassava bacterial blight explains the fact that
this disease i1s endemic in numerous regions and causes sudden
outbreaks in healthy zones . Two mechanisms are essential : the
capacity of the pathogen to have an epiphytic phase and its
conservation in host tissues

Changes in epiphytic population levels could be influenced
by cultivar (host genotype). Epiphytic populations of X. c. pv.
manihotis did not differ significantly on plants of susceptible
and tolerant cassava cultivars (Mpembé, Maloenda, MB27 , MB238),
but they were lower on resistant cultivar TMS 30 555 . Resistance
could be related to limitation of epiphytic and ‘internal
population sizes . However, others mechanims take place as
infection threshold, suceptibility of the tissues, limitation of
systemic movement of the pathogen in vascular tissues

Log normal distribution of X. ¢. pv. manihotis populations
on leaf surfaces allow to establish a quantitative relationship

between epiphytic population levels and disease incidence . Thus,

the apparent threshold of 104 cru per leaf was predictive of
disease incidence at the beginning of the cultural cycle (rainy

season) .This threshold is not fixed for a given cultivar pathogen
system, but is conditionned by the environment and susceptibility
of the host

Eev-words:

Cassava, Manihot esculenta Crantz, Africa, bacterial blight,
Xanthomonas campestris pathovar manihotis, epiphytic, biological
cycle, tolérance, resistance, population level, lognormal
distribution, incidence
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QUELQUES DEFINITIONS ET ABREVIATIONS

Cultivar : “ensemble d’individus ayant des caractéristiques agro-technologiques identiques, et
non différenciés dans la nomenclature traditionnelle”

(un cultivar peut €tre constitué de un ou plusieurs clones)

Variété : “ population a base génétique tres étroite, et de caractéristiques agro-technologiques
bien définies, reproductible suivant un schéma de maintien défini”

(chez le manioc, les variétés sont généralement des clones)

Clone : bien que la définition rigoureuse soit “ensemble de la descendance par multiplication
végétative d'un méme zygote”, le sens généralement donné dans les études concernant le manioc:

“ensemble de 1a descendance par multiplication végétative” d’une méme plante .

ORSTOM : Institut Frangais de Recherche Scientifique pour le Développement en Coopération
IITA : International Institute for Tropical Agriculture, Ibadan, Nigeria

CIAT : Centro Internacional de Agricultura Tropical, Cali, Colombia

X. c. pv. manihotis : Xanthomonas campestris pathovar manihotis

U.F.C. : unité formant une colonie
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INTRODUCTION

I.LE MANIOC

Le manioc,Manihot esculenta Crantz, plante dicotylédone de la famille des
Euphorbiacées, est un arbuste héliophile de 1 2 5 métres de hauteur, cultivé en région tropicale
pour ces racines tubérisées . Le genre Manihot (MILLER, 1754) constitue la tribu des
Manihotées de la  famille des  Euphorbiacées . On  reconnait
une centaine especes (ROGERS and APPAN, 1973 ; NASSAR, 1986), dont une seule est
cultivée : Manihot esculenta Crantz . Toutes les espeéces observées ont 2n=36 chromosomes .
Certaines classifications antérieures basées sur la teneur en acide cyanhydrique des tubercules
élevaient au rang d'espeéces les variétés douces et les variétés ameres . Cette teneur est en fait
fonction des conditions physiologiques de la plante, des saisons, de 1'altitude de la nature du sol
et n'a pas de valeur taxonomique (ROGERS, 1963, 1965 ; COURS, 1951 ; IITA, 1982) .
Actuellement, c'est la classification de ROGERS and APPAN (1973) qui fait autorité . Pour ces
auteurs, I'ensemble des cultivars de manioc constitue une seule espece : Manihot esculenta, ,
dénomination utilisée pour la premiere fois par CRANTZ en 1766 (CAULLIEZ & al., 1979) .
Ainsi, des synonymes de M. esculenta sont rencontrés dans la littérature : M. aipi Pohl, M .

dulcis Pax, M.palmata Muell.et Arg.et M. utilissima Pohl.



I.1. Origine du manioc

La faible différenciation des espéces du genre Manihot ne mettant pas en évidence
de phyllogénie claire (ROGERS and APPAN, 1973 ; ALLEM, 1987), l'origine génétique du
cultigtne M. esculenta reste indéterminée . Plusieurs especes pourraient €tre a l'origine de la
domestication du manioc . VAVILOV (1951) situe le centre de domestication dans les zones
semi-arides du Brésil . La revue des données ethnobotaniques et archéologiques
(CANDOLLE,1883 ; SILVESTRE et ARRAUDEAU, 1983) témoignent d'une culture ancienne
du manioc : au Vénézuela (2700 av J.C.), en Colombie (1200 av J.C.) et au Mexique (900 a 200
av J.C.) . Ces données suggerent une domestication a plusieurs dates et en plusieurs sites sur le
continent américain . Les syst¢mes de culture traditionnels ayant par la suite favorisé 1’apparition
d’un grand nombre de cultivars (HERSHEY, 1984) . L’extension intracontinentale était déja
importante a 1'époque précolombienne (BYRNE, 1984) .

La dispersion intercontinentale du manioc est récente . Dans le cas de I'Afrique,on
distingue deux voies d'introduction du manioc (JONES,1959 ; SILVESTRE et ARRAUDEAU
1983) :

-la premietre, sur la cote Ouest de I'Afrique, date du milieu du 16 éme gjacle . Les

Portugais ont introduit des cultivars de la Cote Est du Brésil, d'une part vers Sao Tomé et

Principe, le Ghana, le Togo et, d'autre part 2 l'embouchure du fleuve Congo .
-la seconde, en Afrique de I'Est, date du 18émc siecle . Dans cette zone, la culture du

manioc a été introduite via les iles de 1'Océan Indien (Réunion et Ile Maurice), puis par
Madagascar et Zanzibar .

Dans un premier temps, la culture du manioc est restée cantonnée aux zones littorales
d'introduction . Au cours du 17 €™€ siacle, sa culture n'aurait progressé que trés lentement,
d'abord dans la cuvette congolaise (chez les Bushongo du Kasai au Zaire), en Angola et sur la

cote de Guinée (1650) . Ce n'est qu'a partir du 19 eéme siecle, que la diffusion intracontinentale
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s'est réalisée, lors des explorations vers 1'Afrique Centrale, lors des migrations des populations
Bantou dans la zone de forét équatoriale et lors des déplacements saisonniers vers les régions
cotiéres dans la zone soudanaise . Actuellement, la diffusion de la culture du manioc se poursuit
dans les pays de la zone tropicale séche ol le manioc joue un rdle d'aliment d'appoint .

En Asie, on observe également une double introduction de la culture du manioc
(BYRNE, 1984 ; SILVESTRE et ARRAUDEAU, 1983) :

-auxPhilippines, au début du 17¢me siécle, les Espagnols ont introduit des cultivars
d'origine d'Amérique Centrale;
-2 Ceylan au 18 €M€ gigcle, et plus tot en Inde du Sud.

Plusieurs especes de Manihot furent importées en Afrique au début du 20 eme gizcle, soit

en tant qu'especes ornementales, soit pour intervenir dans les schémas d'amélioration du manioc

et dans le cas de M. glaziowii Muell. Arg.pour la production de latex (ADRIAENS, 1957).

I.2 . Présentation de la plante

Le manioc, Manihot esculenta , plante pérenne tropicale, de type arbustif est cultivé pour
ses racines tubérisées riches en substances amylacées (Planche 1) . Les systématiciens et les
paysans utilisent plusieurs descripteurs pour distinguer les variétés de manioc .

Sur le plan phénotypique, on peut distinguer les variétés par des caractéres
morphophysiologiques tel le port (type de ramification), I'aspect des organes aériens (tiges,
feuilles,pétioles, inflorescences) et souterraines (la forme et l'insertion des tubercules) . Plus
récemment, la classification intraspécifique du manioc basée sur 1'étude du polymorphisme
enzymatique déterminée par €lectrophorése d'enzymes est proposée (ZOUNDIIHEKPON,
1986; LEFEVRE, 1988).

Les feuilles sont palmatilobées, en général de 5 a 9 lobes (toujours en nombre impair),
alternes et pétiolées . La couleur des jeunes feuilles et des pétioles varie du vert tendre au
pourpre. Les rameaux dés leur apparition sont colorés,vert jaunitre a brun rouge selon la variété.

Les bois 4gés (un an) prennent une coloration gris cendré a gris brun . Les noeuds, disposés en



Planche 1 : Le manioc Manihot esculenta Crantz,

a = plant adulte, b = feuille, ¢ = fleur, d = bouton floral, e = fruit,
f = bouture &gée de 5 jours, g = bouture agée de 15 jours, h = tubercu-
AN
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spirale autour des tiges, les divisent en entre-noeuds . L'oeil qui se trouve sur les noeuds peut se
développer pour donner une pousse, mais le plus souvent il demeure a I'état latent . Lors du
développement de la plante la tige principale se ramifie en trois rameaux qui a leur tour, une fois
leur croissance achevée, donneront trois branches nouvelles . Chez le manioc, la ramification et
la floraison sont des phénomeénes biologiques li€s . Les inflorescences apparaissent en méme
temps que la division des rameaux . Généralement, celles correspondant aux ramifications les
plus basses avortent . Les variétés qui ne ramifient pas, ne fleurissent pas (LEFEVRE, 1988) .
Le régime de reproduction du manioc est essenticllement allogame (bien
qu'autocompatible) avec une pollinisation assurée par les insectes (KAWANO & al., 1978) .
L'inflorescence en forme de grappe porte a sa base les fleurs femelles ; les fleurs males plus
nombreuses (1 fleur o pour 7 fleurs o) ne s'ouvrent que plusieurs jours apreés . L'aptitude a la
floraison du manioc est trés variable et dépend essentiellement du cultivar et des conditions agro-
écologiques . Toutes les espéces du genre Manihot présente un ovaire a trois carpelles soudés,
avec un ovule par loge . Le fruit est une capsule déhiscente contenant trois graines . Il arrive a
maturit€ 2 2 3 mois apres pollinisation . I est parfois lisse, mais comporte le plus souvent six
ailes . Sa coloration varie du vert-pile au rouge violacé . Les graines sont de couleur brun-

rougedtre et possédent une caroncule .

I.3. Culture

Les plants de manioc sont généralement multipliés par voie végétative par bouturage
d'axes caulinaires aoités (SADIK, 1972) . La reproduction sexuée n'est utilisée que dans les
études de sélection . Depuis quelques années, la culture in vitro associé a la technique de
microbouturage permet d'augmenter considérablement son taux de multiplication (BERBEE et
al.,1973 ; KARTHA etal, 1974 ; FEREOL, 1978 ; MABANZA & al., 1981) . Dans la pratique,
cette technique est limitée par le sevrage des vitro-plants qui est une étape délicate dans les
conditions classiques de culture .

Dans un mé&me champ, plusieurs clones sont souvent cultivés en association avec

d'autres plantes comme le mais, 'arachide, le bananier, le taro et des cultures maraichéres . La
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récolte de la plupart des clones se fait & partir du douzi¢éme mois . Apres la plantation, au cours
de laquelle les boutures sont totalement ou partiellement enfouies dans le sol, le cycle cultural
comporte schématiquement quatre phases (SYLVESTRE & ARRAUDEAU, 1983) :

- la reprise (durée de trois semaines) caractérisée par I'émission des racines au niveau
des noeuds et du cal cicatriciel et le départ du ou des bourgeons végétatifs .A ’origine tragantes,
les racines s'enfoncent ensuite dans le sol.

- I'installation (durée de un mois et demi & deux mois) qui correspond a la croissance
des racines . Au cours de cette phase le développement aérien est limité et la plante utilise
essentiellement les réserves de la bouture .Cette phase est critique et dépend largement de la
qualité de 1a bouture .

- le développement aérien (durée de un & deux mois) intervient dés que que le
systéme racinaire est fonctionnel . Cette phase est caractérisée par une croissance active de
I'appareil aérien et une croissance encore trés faible des tubercules . La tige présente une
dominance apicale, laquelle supprime le développement de ramifications latérales . Lorsque la
tige principale est aoutée et & former une inflorescence, la dominance apicale cesse et plusieurs
(deux a quatre) bourgeons axillaires adjacents & l'apex se développent donnant a la plante son
facies ramifié caractéristique . Le déterminisme de la ramification du manioc est extrémement
variable . Au cours des premiers mois, la plante utilise la moitié de ses réserves a la formation
des nouvelles feuilles, 40 p. 100 a I'édification des supports (bois) et la racine ne se voit
attribuer que 10 p. 100 des réserves (COURS,1951) .

- I'apparition des tubercules, phase qui correspond au stade ol la surface foliaire
atteint un développement optimal ;.la croissance des tiges et des rameaux se poursuit alors a un
rythme ralenti . Les produits de la photosynthése sont alors utilisés préférentiellement pour le
développement des tubercules qui emmagasinent la matiére hydrocarbonée . Leur nombre et leur
forme varient considérablement selon les variétés . Les tubercules sont récoltés apres 6 a 30
mois, suivant les variétés et les besoins (CIAT, 1980 ; HAHN & al., 1979) . La détermination
exacte de la période optimale de récolte n'a pas, pour le manioc, I'importance que ce facteur revét
pour d'autres cultures . Le manioc constitue pour les populations africaines un "grenier en terre
"ou elles peuvent puiser toute I'année avec abondance, ce qui, en cas de non réussite d'une

culture, met ces derniéres a I'abri de 1a disette .
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1.4 . Adaptation

Le manioc est considéré comme une plante rustique, peu exigeante, autorisant sa culture
sur des sols appauvris par la succession d'autres cultures.

Son aire de culture couvre des zones agro-écologiques diverses comprises entre 30° de
latitude Nord et 30° de latitude Sud et jusqu’a 2000 m d’altitude . La température moyenne la
plus favorables a sa culture se situe entre 23 et 25°C . Le manioc est une plante héliophile et une
pluviomeétrie moyenne comprise entre 1000 et 2000 mm est généralement satisfaisante . Dans le
cas de I'Afrique, la zone de culture du manioc s'étend du Sud Est de Madagascar au Nord Ouest

du Sénégal et couvre donc trente et un pays .

1.5 . Production

La production mondiale annuelle est estimée a2 120 millions de tonnes soit environ 42
millions de tonnes de matiere seche . L'Afrique, avec une production de 51 millions de tonnes,
est le premier continent producteur devant 1'Asie et I'Amérique du Sud . Quatri¢me source
d'hydrates de carbone apres le riz, 1a canne i sucre et le mais, le manioc voit 80 p. 100 de sa
production utilis€ pour l'alimentation humaine . Actuellement, il constitue la source principale de

calories pour plus de 800 millions d'habitants de la zone tropicale (F.A.O.,1981 ; HAHN, 1979)

Clest en Afrique que la consommation de manioc frais est la plus importante avec une
moyenne de 102 kg /personne/an/ soit environ 230 calories/personne/jour . En République
Centrafricaine, au Zaire , au Congo et au Gabon la consommation excede les 300 kg/personne/an
(F.A.O, 1985).

Sa culture s'accomode de peu de moyens et d'une faible technicité . Elle permet une
production sur des sols épuisés et dans des conditions climatiques trés difficiles . Le manioc
constitue la source la plus siire et la moins chére d'hydrate de carbone en zone tropicale . Dans la

quasi totalité des pays producteurs, le manioc est utilisé principalement pour 1'alimentation
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humaine locale .

Cette facilité d'adaptation 2 des climats trés divers, ainsi que la simplicité de sa culture
rendent cette plante trés précieuse dans les régions tropicales et lui permettent de contribuer dans
une large mesure a la sécurité alimentaire (CIAT, 1977 ; IITA, 1982) .

Sur le plan nutritionnel, la racine est pauvre en protéines (carence en cyst€ine et en
méthionine), en lipides et en vitamines, mais présente un amidon d'une excellente digestibilité
(SILVESTRE & ARRAUDEAU, 1983) . Le manioc est essentiellement un aliment énergétique .
Les feuilles, qui sont également consommées dans certaines régions, constituent une source
importante de protéines (TERRY, 1978) .

Le manioc frais contient des glucosides cyanogéniques (linamarine, lotaustraline) qui
sous l'action d'une enzyme (la linamarase) libérée par les cellules racinaires endommagées
produisent de 1'acide cyanhydrique, un poison . Les variétés a forte concentration en
cyanoglucosides doivent étre détoxifiées avant consommation (les techniques de transformation
sont basées sur le rouissage,le séchage,le ripage des racines) .

Par ailleurs, 20 p. 100 de la production mondiale est utilis€ dans 'alimentation animale et
I'industrie . Outre l'utilisation traditionnelle en fourrage, le manioc tend 4 ce substituer aux
céréales comme aliment énergétique dans les élevages et, ce, principalement en Europe (ACCT,
1981 ; SILVESTRE et ARRAUDEAU, 1983) . Le reste de la production est utilisé dans les
différentes industries de 'amidon : alimentaires, textiles, ou biotransformation, etc...

Le rendement moyen mondial est d'environ 9t / ha, mais on obtient couramment plus de
60t/ha en station (SILVESTRE et ARRAUDEAU, 1983) . Le rendement moyen en Afrique
représente A peine plus de la moiti€é des rendements américains et asiatiques . Ce décalage, di
pour une part aux techniques culturales traditionnelles, s'accentue avec la baisse de 7 p. 100 de
la production enregistré en 1983 (FAO, 1985), en raison de l'impact croissant des contraintes

phytosanitaires nouvelles .
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II . 6 . Les contraintes phytosanitaires du manioc

En Afrique, au sein du complexe parasitaire inféodé au manioc (CHEVAUGEON, 1956),

parmi les contraintes les plus importantes, on distingue :

- une bactériose, dont I’agent causal est Xanthomonas campestris pathovar manihotis
(Arthaud-Berthet & Bondar) Starr . Cette maladie est apparue sous forme épidémique au cours
des années 1970 . Elle couvre actuellement toute la zone de culture du manioc, et peut provoquer
une baisse de production de 18 & 92 p. 100 (PERSLEY, 1976 ; TERRY, 1978 ; LOZANO,
1986),

- une virose, la mosaique africaine du manioc due a un géminivirus apparu il y a une
centaine d'année (BOCK and HARRISON, 1985) . Elle est endémique sur tout le continent et
peut provoquer des pertes de rendement allant de 20 p. 100 a 95 p. 100 (JENNINGS, 1972);

- une maladie fongique, l'anthracnose, due a Colletotrichum gloeosporioides Penz
(BOHER & al., 1981), qui en association avec une punaise Pseudotheraptus devastans (Distant)
(Heteroptere, coreidae) peut causer des défoliations importantes en zones de savane (BOHER &
al.,1983; CHEVAUGEON, 1956) ;

- une cochenille, dite cochenille farineuse, Phenacoccus manihoti Matile-Ferrero
(Hémiptere,Pseudococcidae), introduite d'’Amérique du Sud dans les années 1970 (HAHN,
1977);

- des acariens phytophages,dont Mononychellus progesivus Doreste, inféodé au
manioc et introduit accidentellement en Afrique (Ouganda, 1971) a partir de I'Amérique du Sud .
Leur progression est rapide, si bien qu' actuellement, 60 p. 100 des zones de culture du manioc
sont atteintes en Afrique (IITA, 1984) . Des attaques séveres peuvent provoquer des réductions
de rendement de 80 p. 100 (HAHN & al., 1985 ; WODAGENEH, 1985 ) .

Au sein de ce complexe parasitaire, ou les contraintes biologiques nouvelles sont

nombreuses, la bactériose semble €tre la plus catastrophique .
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II . LA BACTERIOSE VASCULAIRE DU MANIOC.

IT . 1 Distribution géographique:

La bactériose du manioc a été signalée la premiére fois au Brésil (BONDAR,1912) et le
pathogene identifi€ A& Bacillus manihotis Arthaud-Berthet puis & Phytomonas manihotis
(ARTHAUD-BERTHET & BONDAR) VIEGAS . Cette bactérie a été décrite dans le détail par
BURKHOLDER (1942) . Plus tard, une bactériose du manioc a été attribuée & Bacterium
manihotis (DRUMOND & HIPOLITO, 1943) . AMARAL & VASCONCELLOS (1945)
démontre qu'il n'y pas de différences significatives entre ces deux espéces et qu'on peut les
considérer comme synonymes . STARR (1946) et BURKHOLDER et STARR (1948) transfére
cette bactérie dans le genre Xanthomonas : Xanthomonas manihotis (ARTHAUD-BERTHET)
STARR . Dans la nomenclature proposé par YOUNG & al. (1978), l'agent causal de la
bactériose vasculaire du manioc est classé dans le genre Xanthomonas, dans l'espéce type
campestris et dans le pathovar manihotis . Sur le continent africain, on fait référence a une
maladie analogue (attaques foliaires) observée en 1937 en Ouganda (HANSFORD, 1937) puis
au Malawi en 1949, dont l'agent causal a été identifié & Xanthomonas cassavae WIEHE et
DOWSON (1953) . Cette maladie a été€ aussi signalée au Zaire (BUICKX, 1962) .

En 1946, a Madagascar et a Java, BOURIQUET décrit sur manioc une bactérie
responsable de taches anguleuses et de briilures foliaires (Bacterium Robici Bouriquet). FREIRE
(1953) considere que ce germe serait analogue a Xanthomonas manihotis . Dans aucunes de ces
descriptions, on ne fait référence a la présence vasculaire du pathogeéne, ce qui laisse supposer
que cette maladie est d'introduction récente en Afrique .

Depuis, elle a ét€ décrite dans toutes les zones de culture du manioc en Asie (BOOTH &
LOZANO, 1978) et en Amérique du Sud (Carte 1) .

Dans le cas particulier de 'Afrique, la maladie, dans sa phase épidémique, a été décrite
pour la premiere fois au Nigeria en 1972 (WILLIAMS & al, 1973.) puis on la signale
successivement chez les principaux pays producteurs de manioc : Zaire (MARAITE & MEYER,
1975), Congo (BOCCAS & al., 1976), Bénin (AKLE & al., 1978 ; GIRARD, 1978),



COMMONWEALTH MYGCOLOGICAL INSTITUTE | Pathngen: Xanthomonas manthotis (Arthaud-

DISTRIBUTION MAPS OF PLANT DISEASES
Map No.521 Edition 1 Issued 1,x.1977

Berthet & Bondar) Starr

Hous: Cassava (Manthot esculenta)

3

Carte 1

c Ropartition de Xanthomonas campestris pathovar mnoniholis dang le monde,

anrds 1o corle aditée nar le Commonwoalth Mucoloaical Institule






-20-

PLATEAUX

\'“ -
\ A
.-\ ) X
\ -
-~ \\ \_, ~ ) -
~ bomao\ \L°ug'm“ Madingou / POOL
. \ \.,\I ~ r -
KOuiLo i ~ e
\ N ~ . \BOUENZA ) kala. Beazzaville

N \
™ A
B

Pointe -Noire

-k

* Zone infectee

REGION -~ -

aVille

0 50

100

1540

200 km

Carte 2 : Distribution geéographique de 13 bactériose vasculaire du manioc au Congo



-21-

important (PERSLEY, 1976 ; TERRY, 1977 ; HAHN &al., 1979 ; LOZANO, 1986) .

Les conséquences de cette maladie sont multiples :

- une chute du rendement en tubercules,

- une réduction de la teneur en amidon des tubercules (OBIGBESAN & al., 1976),

- une destruction des feuilles sources importantes de protéines en Afrique Centrale
(TERRY, 19773, 1978 ; LOZANO, 1986)

- une contamination et/ou unedestruction du matériel végétal destiné a la plantation
(TERRY,1977).

II . 3. Les symptomes:

La bactériose vasculaire du manioc, de part sa symptomatologie, occupe une place
originale au sein des maladies causées par les bactéries phytopathogenes . En effet, 1'agent
pathogéne, Xanthomonas campestris pathovar manihotis provoque une grande variété de

symptomes:

- taches anguleuses et briilures foliaires,

- flétrissement des feuilles,

- défoliation des rameaux,

- 1ésions sur tige avec production d'exudat,
- nécrose du systéme vasculaire.

- desséchement des sommités.

La maladie s’exprime en saison des pluies et on distingue les symptomes qui
apparaissent sur des plants initialement sains, lorsque l'infection se fait par les voies naturelles
(lenticelles, stomates) ou les blessures et ceux qui apparaissent sur des plants issus de boutures

infectées.
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Dans le premier cas, la plante présente:

- sur feuilles :

des taches anguleuses de couleur vert foncé, translucides entourées ou non d'un halo
chlorotique . Ces taches dont la taille varie selon la variété, peuvent étre réparties au hasard sur le
limbe ou se regrouper le long des nervures principales (Planche 2a, Photo 1 ). Ces macules sont
particulierement visibles sur la face abaxiale de la feuille ou I'on note souvent la présence de
micro-goutellettes d'exudat (Planche 2a, Photo 2 ) . Lorsque les conditions sont favorables, ces
taches s'élargissent et peuvent devenir coalescentes formant de larges zones nécrotiques
(DANIEL § al., 1981 ; LOZANO & SEQUEIRA,1974 a; MARAITE & MEYER, 1975 ;
LOZANO, 1986) .

On rencontre fréquemment un autre type de lésion foliaire qui se caractérise par une
briilure du limbe, non délimitée par le réseau des nervures (LOZANO & SEQUEIRA,1974 a;
DANIEL & al,, 1978 ; MARAITE & PERREAUX, 1978) . La partie du limbe atteint se colore
en vert olive ou beige clair et prend en se desséchant un aspect parcheminé (Planche 2a, Photo
3) . Ce type de 1ésion (blight) serait di a I’action d’une toxine (ARIMA & al., 1970 ; CHERIAN
& MATHEW,1983 ; LAMBOTTE,1978 ; PERREAUX, 1981 ; PERREAUX & al., 1982, 1986;
ROBESON & COOK, 1985)

Apres augmentation du nombre des 1ésions foliaires, les feuilles flétrissent (Planche 2a,
Photo 4 et 5), se desséchent puis se détachent du rameau porteur provoquant sa défoliation
(Planche 2b, Photo 1).

- sur tiges non aoutées :

des nécroses olivatres a brunes, d'aspect huileux,légérement déprimées apparaissent a
proximité ou au niveau des coussinets pétiolaires . Ces lésions laissent exsuder un mucus
blanchitre qui, en se desséchant, prend une coloration jaunitre (Planche 2b, Photo 2) .
L'altération des tissus peut s'étendre le long de la tige ou évoluer jusqu'a provoquer la
ceinturation du rameau (Planche 3b, Photo 1), avec pour conséquence, la mort de la partie distale
. Si l'on préleve 1'épiderme, on observe le brunissement des tissus vasculaires, altération
pouvant s'étendre jusqu'a la moelle (Planche 2b, Photo 4) .

En saison séche, les nécroses sur tiges évoluent en 1ésions chancreuses avec formation



Photlo 1 : Taches anguleuses sur feuilie

Photo 4 :

Photo 5 : Flétrissement foliaire

Photo 3 : Brulure foliaire

Planche 1 a : Symptomes de la bactériose vasculaire du manioc
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Photo 1 : Exudat sur tige Photo 2 : Défoliation et desséchement d'un rameau

Photo 3 : Chancre sec sur tige aoutée i 4 . Brunissement vasculaire et de la moelle au niveau d’une tige

Planche Z b : Symptémes de la bactériose vasculaire du manioc
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Photo 2 : Aspect d'un plant aprés une attaque de bactériose

Photo 1 : Ceinturation et mort d’un rameau (desséchement des sommités)

¥
- e

bouture contaminée

Photo 3 : Lésion sur fruit

Photo 5 : Localisation par la technique d’'immunoperoxydase indirecte

de X. c. pv. manihotis dans les vaisseaux du xyléme d'un pétiole

infecté . Photo 6 : Localisation par la technique d’'immu-
nofluorescence indirecte de X. c. pv. maniholis
dans les vaisseaux du xyléme d’un pétiole infecté

Planche 1 ¢ : Symptémes de fa bactériose vasculaire du manioc
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d'un bourrelet cicatriciel (Planche 2b, Photo 3) .

Au stade ultime de la maladie, on observe une défoliation et un desséchement complet
des sommités (Planche 3b, Photo 2) . Ce desséchement est généralement limité aux tiges non
aoutées . Les plants atteints émettent, au niveau des portions de tige restées viables, des rejets
qui, généralement, lorsque les conditions sont favorables, présentent a leur tour les symptomes
de la maladie . Dans les cas extrémes, on observe la mort du plant .

- sur les fruits,

la maladie provoque l'apparition de macules d'aspect huileux, en dépression a la surface
de I'épiderme qui, en fusionnant, provoquent l'apparition de larges plages nécrotiques (Planche
3b, Photo 3). Les semences issues de tels fruits présentent souvent des lésions au niveau des
cotylédons et de I'endosperme . Trés peu de ces graines germent (LOZANO, 1986) .

- sur les racines :

dans le cas de cultivar sensible, on peut observer un desséchement du tubercule associé a

une nécrose du systéme vasculaire (LOZANO, 1975) .

Dans le cas de plants issus de boutures infectées (Planche 3b, Photo 4), on observe la
perte de turgescence et le flétrissement des jeunes rejets suivis rapidement par le dessechement de
I'apex .

L'expression de tous ces symptdmes varie en fonction des conditions climatiques, des

facteurs édaphiques, des variétés et du pouvoir pathogeéne de 'agent pathogene .

II . 4 . Etiologie

L'agent responsable de la bactériose vasculaire du manioc, Xanthomonas campestris
pathovar manihotis (Arthaud-Berthet & BONDAR 1915) Dye 1978, a 1'exception de 1'absence
de pigmentation (STARR & STEPHENS, 1964), présente les caractéristiques biochimiques et
physiologiques du genre Xanthomonas (DYE, 1962.; BRADBURY, 1986) .

Au Congo, l'agent pathogene a €té identifié selon les critéres habituels:caractéres

culturaux,cytologiques et biochimiques en comparaison avec des souches de références
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(DANIEL & BOHER, 1981) . Les principales caractéristiques de cette bactérie phytopathogeéne
sont résumées dans les tableaux laet 1b.

Les xanthomonads qui appartiennent a la famille des Pseudomonadacae constitue un
genre tres homogeéne qu'on ne différencie que par leur spécificité d'hote (DYE,1962) . Dans le
cas de X. c. pv. manihotis, spécifique du genre Manihot, les propriétés sérologiques (LOZANO
& SEQUEIRA, 1974; DANIEL & BOHER, 1981) et lysotypique (LOZANO & SEQUEIRA,
1974) permettent un diagnostic rapide et fiable du pathogéne .

Les résultats de 1'étude de la variabilité des souches de X. c. pv. manihotis in vitro sont
contradictoires . Certains auteurs n'observent pas de variabilité in vitro entre les souches
(ROBBS & al., 1972 ; ELANGO & al., 1981b ; MANICOM & al., 1981) . D'autres signalent
des variations dans l'utilisation de certaines sources de carbone : l'amidon, le glycérol, la
dextrine, le raffinose, le maltose et le lactose (MARAITE & al., 1981 ; DANIEL & al., 1981 ;
GROUSSON, 1986) mais sans noter de corrélation significative entre cette propriété et le
pouvoir pathogeéne et/ou l'origine géographique des souches . LOZANO & SEQUEIRA (1974 a)
distinguent deux groupes selon leur aptitude & utiliser le saccharose, le cellobiose et le tréhalose
comme source de carbone . La variabilité porte également sur la sensibilit€ aux antibiotiques
(LOZANO & SEQUEIRA, 1974a ; MARAITE & al., 1981 ; GROUSSON, 1986) . Sur milieu
le milieu de KELMAN contenant 0,005 p. 100 de triphenyl tetrazolium, LOZANO &
SEQUEIRA (1974) et MARAITE & MEYER (1975) n'observent pas de différences
morphologiques entre les colonies tandis que ATHAYDE & ROMEIRO (1981 ; 1983b)
distinguent quatre types et font une corrélation entre ces différents types de colonies et
'agressivité des souches .

NAIR & al. (1981) n'observent pas de variabilité de pouvoir pathogeéne entre les
souches, de méme pour ELANGO & al. (1981b) qui cependant distinguent cinq groupes de
souches statistiquement différents sur la base de leur agressivité . D'autres auteurs notent une
différence de pouvoir pathogene entre les souches (BRADBURY, 1977 ; MARAITE & MEYER,
1975, MARAITE & al. 1981 ; ALVES & TAKATSU, 1984 ; GROUSSON, 1986) .

Certains auteurs suggeérent une variation du pouvoir pathogéne dans le temps
(BRADBURY, 1977 ; MARAITE & MEYER 1975), qui expliquerait la sensibilité de certains
cultivars anciennement résistants et 1'accroissement de la maladie dans certaines zones par une

augmentation de 1'agressivité des souches .
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Tableau 1 a : Caracteéres culturaux, cytologiques, physiologiques et bio-
chimiques des souches de X. c¢. pv. manihotis
+ = réaction positive ; - = réaction négative ; +f = reaction faible-
ment positive ; v = reaction variable selon la souche

Caracteéres Résultats
Mobilité +
Gram _
Type respiratoire Oxydatif

Réduction des nitrates -
Cytochrome C oxydase -
Réaction d'hypersensibilité sur tabac -
Production de pigments fluorescents -

Utilisation de substrats carbonés voir tableau 1b
B galactosidase +
Hydrolyse de 1'aesculine +

Transformation du saccharose en substances réductrices -

Hydrolyse de 1'amidon +
Hydrolyse de la pectine -
Hydrolyse du polypectate pH 5 +
Hydrolyse du polypectate pH 8,5 +f
Utilisation d'acides organiques

malate +
succinate +
malonate +
tartrate =
citrate +

Utilisation des composés azotés :
Activité lysine décarboxylase -
Activité arginine dihydrolase -
Activité tryptophane déaminase -
Uréase’ -
Formation d'indole -
Hydrolyse de la gélatine
Hydrolyse de la caséine

Mise en évidence d'une tween estérase

Production H S

Tolérance au NaCl

< + + 4+ +




TaT -

Tableau 1 b : Utilisation de différentes sources de carbone par les
souches de X. c¢. pv. manihotis
+ = croissance positive ; v = creoissance variable selon la souche

Substrats Croissance

L-rhamnose
salicine
arabinose
cellobiose
tréhalose
glucose
mannose
xylose
fructose
galactose
ribose
lactose
saccharose
maltose
raffinose
glycérol
érythritol

amidon

4 & 4 < € 4 + 4 € 4« + 4 + + + + 4 <9 <

aesculine
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GROUSSON (1986), sur la base de test de pouvoir pathogene par blessures de feuilles

et de tiges, classent les souches en quatre groupes d’agressivité statistiquement différents .

II . 5 . Histologie :

La bactérie pénétre normalement dans la plante via les stomates et les blessures de
I'épiderme . L'agent pathogeéne envahit puis détruit le mésophylle spongieux, puis entre dans le
systéme vasculaire de 1'hdte, permettant ainsi au pathogéne d'envahir systémiquement la plante .
La progression de la bactérie dans les pétioles et la tige se fait dans les vaisseaux du xyléme
(Planche 5, Photo 5) et au travers du phloéme (PERREAUX & al., 1978 ; TAKATSU &
LOZANO, 1975) . Sa présence dans les tissus de la moelle a été aussi signalée .

L' observation microscopique en épifluorescence de coupes histologiques, révele la
présence de la bactérie dans les vaisseaux du xyléme . L'infection cause 1'obstruction plus ou
moins importante des vaisseaux par des tyloses et des substances mucillagineuses qui
contiennent les cellules bactériennes . A la faveur de la dégradation des parois des vaisseaux,
'agent pathogene peut envahir les espaces intercellulaires du protoxyléme constituant des poches
de lyse qui, en s'élargissant, s'étendent au phloéme puis au cortex . Aprés rupture du
collenchyme, un point d'exudation apparait sur la tige (PERREAUX & al., 1981, BOHER &
DANIEL, 1978) . La formation de tyloses et de poches de lyse sont décrites pour d'autres
bactéries phytopathogénes (BECKMAN, 1964 ; NELSON, 1979)

Cette présence vasculaire de X. c. pv. manihotis le distingue de X.c .pv. cassavae qui
lui est proche de par ses caractéres cytologiques, biochimiques (ELANGO & al., 1981b
;MARAITE & PERREAUX, 1978 ; VAN DEN MOOTER § al., 1987) et les symptomes

foliaires qu’il provoque .
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II1.. 6 . Lutte

L’¢laboration d’une stratégie de lutte efficace contre la bactériose suppose 1’acquisition
des données de bases nécessaires a la compréhension du cycle biologique de la maladie . Les
informations, dont on dispose actuellement dans ce domaine sont limitées . Si les mesures
prophylactiques (contrdle des boutures, désinfection des instruments de coupe, taille, rotation
des cultures) proposées par certains auteurs (PERSLEY, 1979 ; ELANGO & LOZANO, 1980 ;
LOZANO & al. 1986 ; ENE, 1977) contribuent & I’amélioration sanitaire des plantations (CIAT,
1980), elles ne permettent pas de contrdler la maladie (CIAT, 1986) .

La lutte chimique, dont les résultats sont aléatoires (BOHER & GROUSSON, 1986 ;
ORTIZ & al., 1985) est difficilement envisageable, sur un plan pratique et économique, en
milieu paysan.

Des essais de lutte biologique par pulvérisation d’antagonistes bactériens (Pseudomonas
fluorescens et Pseudomonas putida) de X. c. pv. manihotis au niveau des organes aériens ont
été tentés (HERNANDEZ & al., 1986 ; LOZANO, 1986 ; POUNDZOU, 1987)

La sélection de matériel végétal sain par la technique de la culture in vitro (KARTHA &
al., 1974 ; KARTHA & GAMBORG, 1975 ; MOREIRA & al., 1977 ; KARTHA & al, 1982 ;
MABANZA & JONARD, 1981 ; 1984) n’est pas applicable a tous les cultivars.

Dans les conditions actuelles, I’amélioration variétale reste le moyen de lutte le plus
efficace contre cette maladie (BECK, 1982 ; LOZANO, 1982 et 1986 ; HAHN, 1979).
Cependant, la génétique du manioc n’est que partiellement maitrisée et le cycle génétique est long
(supérieur a 3 ans), ce qui retarde le développement de nouveaux cultivars (KAWANO & al. .,
1978 ; NASSAR, 1978 ; LOZANO, & dl., 1982 ; LEFEVRE, 1988).0n recense plus de 30
especes ayant des caractéristiques qui peuvent intéresser directement 1’amélioration du manioc
(LEFEVRE, 1988) . D’autre part, la sélection pour la résistance doit prendre en compte le
potentiel de variation de 1’agent pathogéne ce qui, n’est pas possible sur la base des informations

dont on dispose (GROUSSON, 1986) .
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IIT . CONCLUSION ET PRESENTATION DU TRAVAIL

Malgré, une présence ancienne de la bactériose vasculaire du manioc en Amérique du
Sud (BONDAR, 1912), les connaissances acquises sur cette maladie, lors son apparition sur le
continent africain dans les années 1970, étaient limitées et ne permettaient pas d’envisager une
stratégie de lutte rationnelle . Les travaux de LOZANO & SEQUEIRA (1974 a et b) réalisés en
Colombie constituaient alors la seule source d’informations disponible sur 1’étiologie et
1’épidémiologie de cette maladie .

A T'échelle du continent africain, depuis sa détection au Nigeria en 1972 (WILLIAMS &
al.,1973), cette maladie bactérienne s’est caractérisée par une extension rapide si bien, qu’en
moins de dix ans, elle est devenue endémique dans les principales zones de culture du manioc
Actuellement, si on peut admettre que partout ol une plante hdte peut pousser, la maladie elle
méme peut se manifester, il reste que la bactériose vasculaire est remarquable, par les grandes
variations de sa gravité dans le temps et dans 1’espace . Le fait que la maladie absente dans une
zone peut s’y développer sous une forme explosive pose le probleme de ’origine de 1’inoculum
nécessaire 4 son apparition .

En Afrique Centrale, région ou le manioc constitue la base de 1’alimentation des
populations, la gravité de la maladie et son impact social et économique ont eu des conséquences
désastreuses dans certaines régions . Cette affection bactérienne a rompu, dans de nombreux cas
I’équilibre alimentaire de nombreux pays, notamment lors des grandes épidémies des années
1970 (Centrafrique, Congo, Zaire) .

C’est dans ce contexte, que la présence de la maladie a été confirmée au Congo
(BOCCAS & al., 1976 ; DANIEL & al., 1981) et que des études ont €t€ initiées sur la bactériose
vasculaire du manioc au centre ORSTOM de Brazzaville .

La symptomatologie, 1’étiologie de cette bactériose sont bien étudiées (LOZANO &
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al.,1974a ; DANIEL & al.,1981) . Il n’en est pas de méme pour la biologie de ’agent causal
(Xanthomonas campestris pathovar manihotis) et de son impact sur 1’épidémiologie de la
maladie . Les informations fragmentaires dont on dispose sur le couple X. ¢. pv. manihotis -
manioc font obstacles a la compréhension de 1’établissement des relations parasitaires et a 1’étude
des facteurs conditionnant la gravité des attaques .

Ces travaux s’inscrivaient dans le cadre d’études fondamentales et appliquées sur les
contraintes phytosanitaires du manioc .

Des recherches sur la bactériose vasculaire ont été développées, selon trois axes
principaux:

- Uinventaire l’identification et 1’isolement des agents bactériens et fongiques parasites
du manioc . Cette démarche répond a la nécessité de connaitre le complexe parasitaire inféodé au
manioc (BOHER & BOHER, 1986 ; DANIEL & al.,1981).

- I’étude fondamentale de la biologie du parasite visant a déterminer les conditions
optimales de son développement pour définir la stratégie de lutte la mieux adaptée .

- I’étude de la variabilité du pathogéne en relation avec I’expression du pouvoir

pathogene et I’épidémiologie de la maladie .

L’objectif du présent travail est d’apporter une contribution a I’étude de cette maladie ou
les acquis sont peu nombreux bien qu’indispensables a 1’€laboration d’une stratégie de lutte .
Dans la premi¢re partic de ce mémoire nous faisons le point des connaissances acquises au
CONGO sur la biologie de I’agent pathogéne avec en particulier la mise en évidence d’une phase
épiphylle du pathogeéne en relation avec le cycle de maladie . Dans la deuxi¢me partie, nous
abordons 1I’étude de la phase épiphylle de la bactérie en comparant sur feuilles de manioc
I’implantation et la survie quantitative du pathogene en fonction du niveau de résistance de 1’hote

et de I’incidence de la maladie .
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CHAPITRE I

Matériel et méthodes
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CHAPITRE I

Matériel et méthodes

Introduction

Depuis le début du siécle, divers travaux ont montré que les organes aériens des plantes
, en particulier les feuilles, sont colonisés par des microflores variées composées de bactéries, de
champignons, de levures etc...Cependant la démonstration que des bactéries phytopathogénes
peuvent &tre un composant de cette microflore microbienne est dii 8 CROSSE (1959) . Cet auteur
suggerait que les populations de Pseudomonas syringae pv. morsprunorum présentes sur les
feuilles saines de cerisier constituaient 1’inoculum nécessaire a 1’infection des tiges et des
branches . A la suite de ces travaux, LEBEN (1965) a proposé la notion de phase épiphyte
résidente pour les bactéries phytopathogénes sur des hotes sains . Selon ce concept, le pathogeéne
peut se multiplier & la surface de plantes saines ou il constitue, en 1’absence de maladie, une
source potentielle d’inoculum . Quand les conditions favorables prévalent , la maladie peut alors
se déclencher . De tels pathogénes présentent, au cours de leur cycle biologique, une phase
résidente associ€ée a une phase parasitaire . LEBEN propose les termes de “résident “ et de
“fortuit” pour distinguer les bactéries capables de se multiplier et de survivre a la surface des
feuilles de celles qui ne sont détectées qu’occasionnellement sans présenter de phase de
croissance .

Dans ce mémoire, pour les bactéries épiphytes, nous appliquons la définition de
HIRANO & al. (1983), a savoir que les bactéries épiphytes sont celles qui peuvent €tre mises en
évidence sur des organes aériens macroscopiquement sains par la technique de lavage .

L’existence d’une vie épiphyte a été démontrée dans le cas des maladies foliaires chez
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de nombreuses bactéries phytopathogénes appartenant notamment aux genres Pseudomonas et
Xanthomonas (HIRANO & al, 1983) . Ces études démontrent, notamment, 1’importance des
populations épiphytes dans les cycles biologiques des maladies comme source d’inoculum .
Cependant, le role de ces bactéries épiphytes, en relation avec 1’écologie de ces organismes et
I’épidémiologie de 1a maladie n’est pas toujours clairement déterminé (HIRANO & al, 1983).

L’origine de ces populations a la surface des feuilles, en I’absence de symptdmes, fait
intervenir différentes sources de bactéries, comme les tissus dormants de 1’héte, les débris
végétaux, la semence ,le sol et les aérosols . Dans le cas de la bactériose vasculaire du manioc,
les modalités de conservation et de dissémination de 1’inoculum qui peuvent intervenir dans le
maintien du pathogéne d’un cycle cultural 2 un autre, et expliquer le caractére endémique de la
maladie dans une zone, ne sont pas connues .

Le fait, qu’on dispose de peu d’informations sur 1’origine et les modes de conservation
de I'inoculum indispensable a I’apparition et au maintien de la bactériose du manioc dans une
zone . rend aléatoire 1’élaboration et 1’application de stratégies de lutte dont 1’objectif est :

- d’éliminer ou de réduire 1’inoculum initial ou de retarder son apparition ;

- de ralentir la vitesse de progression de la maladie ;

- de raccourcir la période pendant laquelle 1’hdte est en contact avec le pathogeéne .

En effet, pour étre en mesure de proposer une stratégie de lutte contre la bactériose
vasculaire du manioc, il est indispensable d’acquérir les informations de base sur 1’origine de
I’inoculum nécessaire a I’apparition de 1a maladie, sur ses modes de conservation et de connaitre
la dynamique des populations de 1’agent pathogene en relation avec le cycle cultural de la plante .

Sur la base de ce constat et des informations dont on dispose sur d’autres maladies
bactériennes dont 1’agent causal appartient au genre Xanthomonas (LEBEN, 1965 ;
DHAVANTARI, 1973 ; CAFATI & al., 1980 ; CHOWDHURY & VERMA, 1981 ; THRI
MURTY & DEVADATH, 1981 ; MULREAN & SCHROTH, 1982) nous avons recherché la
présence du pathogeéne au sein de la phyllosphére du manioc, ol sous forme de populations
épiphylles, il pourrait constituer 1’inoculum nécessaire 2 la contamination des plants .

Au cours du cycle cultural de la plante hote, les conditions environnementales n’étant pas
toujours favorables a 1’expression de la maladie, nous avons recensé les sites préférentiels de
survie du pathogéne . Le développement épiphylle de 1’agent pathogene est ensuite analysé en

terme de dynamique des populations en relation avec le cycle cultural de la plante .
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I. MATERIELS ET METHODES

I. 1. Matériel végétal :

Au cours de nos études nous avons utilisé cinq cultivars de manioc: Mpembé, Maloenda,
MB27, MB 38, TMS 30555. IIs ont été choisis sur la base de leur niveau de résistance a la
maladie . Le niveau de résistance des cultivars Mpembé,Maloenda, MB 27 et MB 38 a été évalué
pendant trois cycle culturaux, sur la base de leur comportement au champ a 1’antenne de la
Recherche Agronomique Congolaise de ODZIBA ou la pression de maladie est importante .
L’échelle de notation employée est celle de I'TITA ( Tableau 2)

Tableau n° 2 : Echelle de notation IITA de la sensibilité a 1a bactériose vasculaire

pas de symptomes

taches angulaires

flétrissement des feuilles, exsudats sur tiges
défoliation apicale

dessechement des sommités

h S~ W NN = O

mort du plant

Le cultivar TMS 30555 provenant des programmes de sélection de I'TITA au Nigeria est

donné comme résistant a la bactériose vasculaire et A la mosaique africaine (maladie virale) . Le
comportement de ce cultivar, envoyé au Congo sous forme de vitroplants, n’a pas €été testé dans

les conditions du champ .
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L’origine géographique des cultivars et leur niveau de résistance sont indiqués dans le
tableau 3 .

Tableau 3. Origine et niveau de résistance des cultivars

. . . . Niveau de o 1s .
Variété de manioc Origine résistance Réf. bibliographique
DANIEL & BOHER (1978)
Mpembé Congo Sensible DANIEL & BOHER (1985)
GROQUSSON (1986)
Maloenda (KOU) Congo Sensible DANIEL (1981)
MB 27 Nigéria | Tolémnt |poncs & Pd“‘&l?‘ (1981)
MB 38 Nigéria | Tolérant | ,D(iAgNSIE)L (1981)
TMS 30555 Nigéria | Résistant | MARAITE eral (1981)

I.2. Méthode de culture de la plante

Les expériences sur la mise en évidence de la présence de Xanthomonas campestris
pathovar manihotis (X. c. pv manihotis) sur les organes aériens du manioc, 1’analyse quantitative
des variations du niveau des populations pathogénes et 1’étude du mode de survie de cette
bactérie phytopathogeéne (Chapitre IT) ont été réalisées dans des plantations traditionnelles situées
dans la zone expérimentale d¢ KOMBE (Région du POOL) ol la maladie est endémique . Le
régime climatique y est de type soudano-guinéen avec une saison des pluies d’Octobre & Mai et
une saison séche de Juin a Septembre .

L’étude de la phase épiphyte de 1’agent causal de la bactériose vasculaire a été réalisée
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pendant deux années (1979 et 1980) . Pour chaque année d’étude, les prélévements sont
effectués au niveau de trois parcelles plantées avec le cultivar Mpembé (cultivar sensible,
traditionnel dans la zone) . Dans deux de ces parcelles dgées respectivement de 6 et 12 mois, la
maladie est présente naturellement . La troisitme, parcelle “témoin” (dgée de 6 mois), est
indemne de maladie .

L’étude des modes de survie du pathogéne a été entreprise avec le cultivar Maloenda
(sensible) . 11 est cultivé traditionnellement dans la zone et présente la caractéristique de fleurir et

de produire de la semence ce qui n’est pas le cas du cultivar Mpembé .

La station agronomique d’ODZIBA (région des Plateaux) a été choisie pour les
expérimentations au champ sur la distribution des populations épiphylles sur des feuilles
individuelles et la comparaison des niveaux populations epiphylles en fonction du degré de
résistance des cultivars (Chapitre III)

Dans toutes les expérimentations, les parcelles sont contaminées par voies naturelles .
Les plants sont issus de boutures qui sont enterrées a plat a une profondeur de 5 cm et avec un
écartement de 1m . Le sarclage et les soins culturaux courants ont €té effectués selon les besoins
et aucun apport d’engrais n’ a ét€ pratiqué . D’une maniére générale, une levée, estimée a, au
moins, 95 p. 100 dans toutes les parcelles, a été effective un mois apres la plantation .

L’étude de I’'implantation épiphylle de Xanthomonas campestris pathovar manihotis sur
feuilles de manioc et de sa multiplication dans les tissus (Chapitre III) a été réalisée sous abris au
centre ORSTOM de Brazzaville avec des plants 4gés de deux mois cultivés en pots sur terre de la
zone de KOMBE (sol argilo-sableux), dans les conditions climatiques naturelles de la région du
Pool .

11 faut noter que la plante hote, le manioc, n’a pas fait I’objet d’une sélection génétique et
possede vraisemblablement un taux élevé d’hétérozygotic (LEVEFRE, 1988); une certaine

hétérogénéité est donc probable au sein des populations de plantes utilisées dans ces expériences.
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I. 3. L’agent pathogene

I.3. 1. Isolement et conservation de I’isolat :

L’isolat (104-2) de X. c. pv. manihotis est utilisé pour les études sur I’implantation sur
les feuilles et sur la multiplication de 1’agent pathogéne dans les tissus foliaires . Cet isolat,
originaire de MBE (région des Plateaux), est virulent sur feuille et sur tige . Il a été isolé a partir
de rameau quand la bactériose était en phase épidémique dans la région (1979).

La souche est conservée a 5° C sur le milieu GYCA (DYE, 1962) et repiquée
mensuellement Pour un stockage plus long, la souche cultivée sur GYCA, est mise sous huile
de vaseline (SLY,1983) et conservée 3 5C .

La mise en culture de la souche se fait par étalement sur le milieu L.P.G.A. modifié
(extrait de levure 5 g, bactopeptone 5 g, glucose 5 g, gélose 15 g, eau distillée g.s.p; 1000 ml,
pH 7,2) . Pour I’'isolement et les dénombrements, on incorpore 2 ce milieu de la cycloheximide

(50 mg/1) pour prévenir les contaminations fongiques .

I.3.2. Préparation de ’inoculum

Les bactéries sont cultivées en erlenmeyers de 250 ml, A raison de 100 ml de milieu LPG
modifi€ par fiole . Apreés 48 h de culture sous agitation lente a 30°C, la suspension bactérienne
est centrifugée ( 8000 g pendant 10 minutes) . Le culot ainsi obtenu est lavé trois fois dans de
I’eau distillée stérile .

Les suspensions bactériennes sont ajustées a une concentration de 10 8 U.F.C/ ml

d’apres une courbe d’étalonnage établie sur la base d’un dénombrement de colonies 2 partir de

suspension de densité optique connue mesurée a 600 nm .
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I.4 . Etude des populations du pathogéne au niveau de la phyllosphére et dans

les tissus de 1’héte

I.4.1 Mise en évidence des populations bactériennes a la surface des

organes aériens:

A - Mise en évidence de X. ¢. pv. manihotis sur le phylloplan

Cette étude est réalisée dans la zone de Kombé, dans une plantation contaminée dgée de 4

mois avec le cultivar Mpembé . Pour chaque analyse, on préleve 20 lots de 5 organes (5 apex, 5
premicres feuilles, S feuilles niveau 4) . Les analyses sont réalisées mensuellement au cours de la

saison des pluies (Janvier a Avril) . Sur ces échantillons, la mise en évidence de la présence de
X. c¢. pv. manihotis se fait selon la technique de CROSSE (1959) modifiée par LUISETTI &
PAULIN (1972) . Cette technique consiste en un lavage de 1’échantillon végétal par agitation (3h
4 4C) dans 100 ml d’eau distillée stérile additionnée de Tween 80 & 1p. 1000 . La détection de

’agent pathogene est faite sur cette eau de lavage .

B - Etude de la dynamique des populations épiphylles

Dans les conditions du champ, les analyses portant sur la dynamique des populations
bactériennes présentes sur les organes aériens du manioc et 1’étude des modes de survie de
I’agent pathogeéne sont hebdomadaires et utilisent,pour la recherche de la contamination externe,
la technique de CROSSE (1959) modifiée par LUISETTI & PAULIN (1972) . Cette technique
consiste en un lavage de 1’échantillon végétal par agitation (3h & 4° C) dans de ’eau distillée
stérile additionnée de Tween 80 a 1p. 1000 . La taille de 1’échantillon analysé et le volume de

’eau nécessaire au lavage sont déterminés comme suit:

- Feuilles: 20 feuilles d’age identique prélevées sur 10 plants pris au hasard dans la parcelle et
lavées dans 500 ml

- Inflorescences : 5 inflorescences dans 100 ml .
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- Fleurs femelles : 100 fleurs dans 100 ml .
- Fruits : 50 fruits non matures dans 500 ml
- Graines : 100 graines dans 100 ml

La recherche du germe est effectuée sur I’eau de lavage .

I.4. 2, Evaluation de la contamination interne de la semence

Apres la recherche de la contamination externe des semences, les échantillons (100
graines) sont désinfectés superficiellement avec une solution de chlorure de mercure a 1p. 100
pendant 15 minutes, puis rincé 3 fois dans de 1’eau distillée stérile . La derniére eau de ringage
est utilisée pour contrdler I’éfficacité de la désinfection . Les graines sont ensuite broyées dans
200 ml d’eau distillée stérile . Ce broyat est utilisé pour la détection du pathogéne sur milieu
LPGA comme précédemment décrit. Le taux de contamination interne étant parfois trés faible,
pour augmenter le seuil de détection, le broyat est clarifi€ par centrifugation ( 1500 g ,15 mn) . et
le surnageant est précipité a 1’acétone (50 p. 100) puis centrifugé (15 000 g ,120 mn) . Le culot
ainsi obtenu est remis en suspension dans 5 ml d’eau distillée et filtré sur filtre noir non
fluorescent (Millipore HABG, porosité de 0,45 pum) . Le filtre est ensuite traité selon la
technique d’immunofluorescence indirecte (FAURE & al., 1977). en utilisant un sérum

spécifique anti- X. c¢. pv. manihotis (DANIEL & BOHER, 1981)

I.4.3. Recherche de X. c. pv. manihotis dans les débris végétaux

La mise en évidence de X. c. pv. manihotis dans les débris végétaux (feuilles et pétioles)
présents au niveau du sol des plantations est réalisée en prélevant au hasard a la surface du sol de
la plantation des échantillons de 10 g de sol qui sont ensuite broyés dans 100 ml d’eau stérile .

Ce broyat est utilisé pour la numération des bactéries .
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I1.4.4. Détection de X. ¢. pv. manihotis dans le sol

La présence de X. ¢ .pv. manihotis est recherchée dans le sol en prélevant au niveau de
I’horizon superficiel (sur une épaisseur de 10 cm) 50 g de sol exempt de débris végétaux . Ce sol
est ensuite mis en suspension, puis homogénéis€ dans 500 ml d’eau distillée additionnée de
Tween 80 a 1 p. 100 . Apres 20 minutes de décantation, les échantillons sont traités selon la
technique de BOLHOOL & SCHMIDT (1970) .

I.4.5. Présence de X.c. pv. manihotis en association avec les insectes

Les insectes sont lavés individuellement dans 30 ml d’eau stérile (contamination externe) -
puis disséqués afin d’extraire le tractus intestinal . Ce dernier est dilacéré dans de 1’eau pour la
recherche du pathogene . Pour certains lots d’insectes, le tractus intestinal est fixé pour €tre
inclus dans de la paraffine , coupé sériellement et fixé sur lames (PURVIS & al., 1966) . Les
lames, traitées selon la méthode d’immunofluorescence indirecte sont observées sous lumiére

ultraviolette en épifluorescence ..

I.4.6. Répartition de X. c. pv. manihotis dans les tiges

Des plants entiers présentant les symptomes de la maladie sont découpés en fragments de
10 cm de long. Chaque fragment est tranché longitudinalement en 4 morceaux qui sont mis dans
50 ml d’eau distillée stérile a 4° C et laissé€s A incuber pendant 24 h . L’eau est ensuite analysée
pour la présence de la bactérie . La localisation du parasite dans les tissus est faite apres
inclusion des échantillons dans la paraffine, par coupes sérielles au microtome, fixation des
coupes sur lames et traitement de ces derni¢res par la technique d’immunofluorescence
(HOCKENHULL, 1978) .
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I.4.7. Présence de X.c. pv. manihotis au niveau des coussinets

pétiolaires et des chancres sur tiges :

Sur des plants présentant les symptomes de la maladie (défoliation apicale), on préléve
100 fragments de tiges de 10 cm de long présentant des chancres .

L’analyse de la présence externe du pathogéne au niveau des chancres s’effectue sur ces
fragments dont les extrémités sont recouvertes de paraffine . Chaque fragment est ensuite mis un
erlenmeyer contenant 50 ml d’eau distillée stérile additionnée de Tween 80 a 1 p. 1000 et
soumis 3 agitation pendant 3 h 2 4C . L’eau de lavage est utilisée pour la détection du pathogéne

La contamination interne est déterminé selon le protocole utilisé au paragraphe 1.1.4.6.

La détection de X.c. pv. manihotis au niveau des coussinets est réalisée en prélevant 200
coussinets pétiolaires qui sont broyés individuellement dans 5 ml d’eau distillée stérile . La

bactérie pathogene est recherchée dans ce broyat .

I.5 . Méthodes de détection de I’agent pathogéne

I.5.1. Détection et numération sur milieu gélosé :

La mise en évidence et le dénombrement des bactéries pathogeénes dans les eaux de
lavage et dans les broyats est effectué, sur milieu gélos€ LPGA-cycloheximide, par étalement de
gouttes calibrées de O,05 ml des suspensions et de leurs dilutions au 1/10 . La numération des
colonies s’effectue apreés 72 h d’incubation a 30<C . Les populations de bactéries sont exprimées

en unité formant une colonie (u.f.c.) et rapporté a I’organe .
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I.5.2. Détection par la technique d’immunofluorescence indirecte :

La détection des bactéries est réalisée par dépot et fixation sur lame de microscope de
parties aliquotes (0,05 ml) de la suspension initiale et de la dilution au 10! des eaux de lavage et

des broyats Dans le cas des suspensions de sol et des broyats de graines (recherche de la
contamination interne), des aliquotes de 2 @ 5 ml sont passés sur filtre noir non fluorescent
(Millipore HABG, pore de 0,45 pm) . Les filtres sont ensuite traités selon la technique de
BOLHOOL & SCHMIDT (1973) . Sur les lames et sur les filtres on pratique la méthode
d’immunofluorescence indirecte (FAURE & al., 1977), en utilisant un antisérum de lapin obtenu
au laboratoire aprés injection intraveineuse d’une suspension de bactéries (isolat 104-2) tuées a
la chaleur selon le protocole de BOHLOOL & SCHMIDT (1973) . La fraction gammaglobuline
de ce sérum est précipitée avec du sulfate d’ammonium (HEBERT & al., 1972) . Au cours de
notre travail, nous utilisons cette fraction en association avec un antisérum fluorescent de mouton
anti IgG de lapin (Institut Pasteur Production) .

La spécificité du sérum a été évaluée sur 80 souches bactériennes provenant du sol, du
tractus intestinal d’insectes et de la microflore du manioc .

L’observation des lames et des filtres se fait au microscope en épifluorescence (Leitz

orthoplan, lampe Osram HBO 200, Ploemopak excitation Bp 450-490, arrét LP 515)).

I.6.Etude de la présence des population épiphylles de X.c. pv. manihotis sur

les feuilles de manioc

I.6.1. Cultivars

Cette étude est réalis€e avec les cultivars sensibles Mpembé et Maloenda . Les plantations
localisées dans la zone de Kombé sont contaminées naturellement et I’incidence de la maladie y

est forte .
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I.6.2. Détermination du niveau des populations épiphylles de X. c¢. pv.

manihotis sur les feuilles

Dans les conditions naturelles du champ, on préléve au hasard 30 feuilles de niveau 4 .
Le niveau des feuilles est déterminé par leur position sur le rameau par rapport a la premiére
feuille dont les folioles sont dépliés . Ces feuilles sont ensuite lavées individuellement par
agitation vigoureuse dans 500 ml de tampon phosphate 0,01M, pH 7,2, pendant 3 h 2 4°C . Le
comptage des bactéries est effectué sur I’eau de lavage conformément a la méthode décrite au

paragraphe 1.4.1.

I.6.3.0bservation en microscopie de la localisation des bactéries sur les

feuilles

I1.6.3.1. Observation en épifluorescence

Des portions de limbes de 1 cm? sont prélevés le long de la nervure centrale sur des
feuilles naturellement contaminées . Ces fragments de limbe sont placés pendant 5 minutes dans
un tampon phosphate salin O,1M pH 7,2 additionné de Tween 80 a 1p. 1000 comme mouillant .
Ils sont fixés sur un film adhésif et mis sur des lames sur lesquelles on pratique directement la

technique d’immunofluorescence indirecte (DANIEL & BOHER, 1981).

I.6.3.2. Observation en microscopie a balayage

L’observation des bactéries a la surface du limbe de feuille a été réalisée au CNRA de
Versailles sur des échantillons de feuille (niveau 4) prélevés sur des plants, élevés en serre, agés

de deux mois inoculés par pulvérisation avec I’isolat 104-2 . La technique d’inoculation est celle
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exposée au paragraphe 1.1.8.2. Le prélevement des fragments de limbe s’effectue 6 jours apres
inoculation .

Le limbe est découpé en fragments de 1 cm?2 prélevés en bordure de la nervure centrale

en position médiane de la feuille . Les traitements suivants leur sont appliqués :

- fixation dans une solution de glutaraldéhyde a 4 p. 100 dans du tampon pH 7,2
(KHyPO4 : 2,723 g, Na2PO4 (12 Hy0) : 16,713 g, eau ultra pure gq.s.p. 1000 ml) pendant 2 h
a4 sous vide .
- plusieurs bains de ringage dans du tampon phosphate pH 7,2, pour une durée
de6h
- fixation a I’osmium 1 p.100 dans du tampon phosphate 25 mM pendant 1h
- plusieurs bains de ringage dans du tampon phosphate 50 mM pour une durée
totale d’une heure .
- bains successifs de déshydratation dans ’éthanol a 30° et 50° (10 mn), puis a
70°et 95°(20 mn) et enfin 3 bains de 20 min.dans del’éthanol absolu .
- passage dans 3 bains d’acétone pendant 10 mn
- dessication selon la méthode du point critique en utilisant le dioxyde de carbone
comme fluide intermédiaire
- fixation des échantillons sur les porte objets métalliques avec une colle d’argent
- métallisation a I’or par ionisation sous vide
Les échantillons sont conservés en atmosphere déshydratée.
Les observations sont faites au laboratoire de microscopie €lectronique du CNRA de

Versailles . Le microscope a balayage utilisé est de type JEOL J.S.M. 35 opérant 2 20kV .
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I.7 . Etude du niveaux des populations epiphylles de X. c. pv. manihotis sur

feuilles de différent cultivars

I1.7.1. Cultivars utilisés

Cette étude est réalisée a la station agronomique d’ODZIBA (région des Plateaux) ou la
maladie a une forte incidence . Parmi les différents cultivars en collection dans cette station, les
cultivars Mpembé, Maloenda,MB27 et MB38 ont été retenus sur la base de leur différent niveau
de résistance (Tableau 3)

L’expérimentation a été réalisée au champ sur une période allant de Janvier a Juin 1985
en couvrant la saison des pluies et une partie de la saison séche . Les plants naturellement

contaminés sont 4g€s de 3 mois au début des prélévements .

I.7.2.Détermination des populations de X. ¢. pv. manihotis a la surface

des feuilles

A chaque date d’analyse et pour chaque répétition (trois répétitions), un échantillon de 10
feuilles de niveau 4 est prélevé au hasard .Cet échantillon est traité, selon la technique de lavage
exposée au paragraphe 1.4 . 1 avec 500 ml de tampon phosphate 0,01 M, pH 7,2, comme
milieu de lavage . La concentration de X. c¢. pv. manihotis dans le tampon de lavage est
déterminée par la technique de numération de colonies sur milieu gélosé décrite au paragraphe I .

5.1.
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I.8. Etude de ’implantation épiphylle de X. c¢. pv. manihotis sur feuilles et de

sa multiplication dans les tissus foliaires.

I.8.1. Cultivars utilisés

Pour cette étude cing cultivars sont utilisés . Les cultivars Mpembé et Maloenda sensibles
Jles cultivars MB 27 et MB 38 tolérants et le cultivar TMS 30 555 résistant Les informations sur

le niveau de résistance et 1’origine de ces cultivars sont données dans le tableau 3 .

I.8.2. Inoculation des plants :

Les plants sont inoculés en pulvérisant doucement toutes les feuilles (face
supérieure et inférieure) avec une suspension de 108 U.F.C./ml de Iisolat 104-2 préparée selon

la technique présentée au paragraphe précédent (I . 3. 2) . Par cette procédure les feuilles ne sont
pas lésées.

Un lot “témoin”de plants est pulvérisé avec de I’eau distillée stérile

Les inoculations artificielles sont réalisées sur des plants issus de boutures mises en pots
deux mois auparavant . Le matériel végétal, placé dans 1’enceinte du centre ORSTOM de
Brazzaville, est maintenu sous les conditions atmosphériques extérieures de la saison des pluies
(Février-Mars 1985, température maximale moyenne 31,7 Ctempérature minimale moyenne

20,9°C) . Apres inoculation, les plants sont gardés a 1’abri des précipitations .
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I.8.3. Multiplication de X. c. pv. manihotis sur et dans les feuilles de

manioc en fonction du cultivar.

Le premier prélevement est effectué juste aprés ressuyage des feuilles, les suivants sont

réalisés 1, 2, 4, 8, 10, 14, 18, 22, 24 et 28 jours apres 1’inoculation .

a) Détermination des populations bactérienne a la surface des feuilles

A chaque date d’analyse et pour chaque répétition (trois répétitions, un échantillon de
cing feuilles prélevées au hasard est mis dans 100 ml de tampon phosphate 0,01 M, pH 7,2 et
soumis 2 la technique de lavage (paragraphe 1.4.1) pendant 2 h . Le dénombrement de X. ¢ .pv.

manihotis s’effectue sur le tampon de lavage .
b) Détermination des populations bactérienne dans les tissus foliaires :

Les mémes feuilles ayant subi le lavage sont désinfectées en surface par trempage,
pendant 30 secondes, dans une solution d’hypochlorite de sodium a 3 p. 100, puis rincées trois
fois a I’eau distillée stérile afin d’éliminer toute trace de la microflore de surface .

Les limbes sont alors broyés dans 100 ml de tampon phosphate 0,01M, pH 7,2 a I’aide
d’un broyeur type Waring-Blendor .

¢) Dénombrement des populations bactériennes
La concentration de X. c¢. pv. manihotis dans le tampon de lavage et dans le broyat est

déterminée par la technique de numération de colonies sur milieu gélosé décrite au paragraphe
I5.1.
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I .9 . Relation entre le niveau des populations épiphylles de X. c. pv.

manihotis et 1’incidence de la maladie

Pour tester ’hypothése d’une relation entre I’incidence de la bactériose et le niveau de la
population de pathogene ,trois plantations, réalisées avec le cultivar Mpembé et dgées de trois
mois sont sélectionnées : une plantation a la station d’ODZIBA (région des plateaux) ou
I’incidence de la maladie est forte et deux plantations dans la zone de Kombé, dans lesquelles
I’incidence est moyenne pour 1’une et faible pour I’autre. (plantation isolée en bordure d’une

forét galerie) .

I1.9.1. Mesure de I’incidence de la maladie:

L’incidence de la maladie est exprimée par le pourcentage de feuilles présentant les
symptomes de la maladie (taches anguleuses, brilures du limbe, flétrissement foliaire) . Ce
pourcentage est estimé sur un échantillon de 200 feuilles de niveau 4 . (le niveau 1 correspondant

a la premiere feuille dépliée) .

I1.9.2. Variation de ’incidence en fonction de I’adge de la feuille :

L’incidence de 1a maladie est estimée, tous les 15 jours, pour les feuilles de niveau 1, 2,

3,4, 6, 8 et 10 et sur des échantilolons de **selon la méthode décrite ci-dessus .
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I.9.3.Distribution des populations épiphylles sur les feuilles en fonction

de ’incidence de la maladie

Pour chaque plantation, I’incidence de la maladie et la distribution des populations
épiphylles de X. c. pv. manihotis sur les feuilles prises individuellement sont déterminées
mensuellement de Janvier 2 Juin (saison des pluies-début de la saison séche ) . La quantité de
bactéries au niveau de chaque feuille est déterminée par la technique de lavage décrite au
paragraphe 1.4.1 avec 50 ml de tampon phosphate 0,01 M, pH 7,2 par feuille . L’estimation des
populations s’effectue par numération de colonies sur milieu gélosé (paragraphe 1.5.1) .

L’incidence est évaluée sur un échantillon de 200 feuilles de niveau 4 .

I. 10 . Traitements statistiques

En ce qui concerne, les études sur I’installation épiphylle du parasaite et sa multiplication
dans les tissus en fonction du cultivar, la comparaison des valeurs moyennes des populations
bactériennes détectées a la surface des feuilles et dans les feuilles, on met en oeuvre une analyse
de la variance (SCHWARTZ, 1969) .

L’analyse des données (variance, corrélation) est réalisée sur micro-ordinateur avec le
logiciel de statistiques STATVIEW SE (Abacus Concepts,Inc., 1989) .

La vérification de la normalité de la distribution des populations épiphylles de X. c. pv.
manihotis sur des feuilles individuelles de manioc est réalisée en portant sur une échelle
d’anamorphose (probabilité cumulée relative) le logaritme (base 10) du niveau des populations
présentes sur chaque feuille) . Par ce test graphique, si ’échantillon est extrait d’une distribution

normale, le graphique des probabilités cumulées est sensiblement linéaire (SCHWARTZ, 1969) .
La normalité de la distribution est vérifiée par une méthode plus rigoureuse, le test de x2

(SCHWARTZ, 1969) . Pour I’épreuve de normalité (test graphique et test de ¢ 2) les données

sont traitées avec le logiciel Statgraphics 2. 6 (Inc. Statistical Graphics Corporation, 1987 ).
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CHAPITRE  II

Dynamique des populations
de
X. ¢. pv. manihotis
au niveau de la phyllosphere
et

étude de ses modes de survie
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CHAPITRE II

Dynamique des populations de X. c. pv. manihotis au niveau de la phyllosphére

et étude de ses modes de survie

Avant de développer les résultats de cette étude, il est nécessaire de rappeler que le
manioc est une plante pérenne dont le cycle de culture varie de 10 & 18 mois, selon la date de
récolte . Dans les zones ol les expérimentations sont réalisées (Ré€gion du Pool et des Plateaux),
on distingue une saison des pluies d’Octobre & Avril et une saison séche de Juin a Aotit . Les

mois de Mai et de Septembre constituent des périodes de transition entre chaque saison .

II.1.ETUDE DE LA MICROFLORE BACTERIENNE EPIPHYLLE DE LA
PHYLLOSPHERE

II.1.1. Mise en évidence de la présence de X. c. pv. manihotis sur le

Phylloplan

Dans les plantations ou la maladie est présente, 1’analyse de la microflore bactérienne

présente sur les organes aériens de plants de manioc indemnes de symptomes révele la présence
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de la bactérie phytopathogene X. c¢. pv. manihotis . 1.’agent pathogéne est détecté sur les apex,
les jeunes feuilles,les feuilles matures et dans le cas du cultivar Maloenda sur les fleurs et sur les

fruits (Tableau 4 ).

La quantité de bactéries présente sur les apex est faible (102-103 u.f.c./apex) par rapport

au niveau des populations détectées sur les feuilles matures (105-107 u.f.c./organe) . D’autre
part, la fréquence avec laquelle on détecte le parasite est plus élevée dans le cas des feuilles
matures que dans celui des jeunes organes (apcx,.lére feuille non encore dépliée) (Tableau 5) .

Cette fréquence varie de 15 a 45 p.100 pour les apex, de 50 & 65 p. 100 pour les jeunes feuilles
etde 55 490 p.100 pour les feuilles matures .

Au sein de la canopée du manioc, les populations épiphylles de pathogene sont détectées
préférentiellement sur les feuilles matures et ce & partir du niveau 3 . Dans les plantations
indemnes de maladie, on ne détecte jamais la bactérie au sein de la microflore €épiphylie des
plants .

Des analyses ponctuelles, réalisées dans les collections variétales contaminées d’Odziba
(région des Plateaux) et de Kombé (Région de la Pool), montrent que I’agent pathogéne peut étre

détecté au niveau du phylloplan de cultivars sensibles et résistants (Tableau 6) .

II.1.2. Etude de la dynamique des populations épiphylles

Les analyses hebdomadaires des populations de bactéries épiphylles, effectuées avec le
cultivar Mpemb€ au cours des deux années d’expérimentation (Fig 1 et Fig 2), montrent, qu’en

dépit d’importantes fluctuations, le niveau des populations de X.c. pv.manihotis est élevé de
Janvier a Avril (saison des pluies) et varie alors de 100 a 107 uf.c./feuille . Puis, avec le début
de la saison seche vers la mi-Mai, le nombre de bactéries présentes sur les feuilles diminue
progressivement jusqu’a un niveau bas (103-104 u.f.c/feuille) pour descendre a un niveau non
détectable par la méthode d’analyse utilisée (étalement sur milieu gélosé) . Dans nos conditions

de travail, le seuil de détection dela méthode d’analyse se situe a environ de 102-103
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Tableau 4. Niveau des populations épiphylles de X.c. pv. manihotis
sur les organes macroscopiquement sains du cultivar
Mpembé et Maloenda dans une plantation contaminée
Organe Niveaux des populations de X.c. pv. manihotis *
Janvier Février Mars Avril
Apex a 1,7 x 103 1,7 x 102 102 1,4 x 103
1ére feuille a 1,5 x 105 1,2 x 104 1,7 x 103 1,8 x 104
dépliée a
Feuille (niveau 4)| 56 x 106 1,3 x 10 1,2 x 108 1,7 x 106
Inflorescence b 1,4 x 105 3 x 106 1,9 x 105 1,2 x103
Fruits b
1,2 x 103 2,7 x 104 3,2 x105 51 x 102

* niveau de population bactérienne exprimé en C.F.U (unité formant une colonie) par organe .

a organes prélevés sur le cultivar Mpembé
b organes prélevés sur le cultivar Maloenda.

Tableau 5 . Fréquence de détection de X. c. pv. manihotis sur les

organes aériens du cultivar Mpembé dans une plantation
contaminée (zone de Kombé)

Prélévement Apexa 1ere feuille | Feuille maturea
dépliéed
Janvier 35b 60b 90b
Février 20 50 35
Mars 45 45 65
Avril 15 65 55

pourcentage calculé sur la base de 20 échantillons de 5 organes par analyse
pourcentage
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Tableau 6 : Niveau des populations de X.c. pv. manihotis sur des
cultivars résistants et sensibles dans les collectes
contaminées d’'Odziba et de Kombi

Localisation Cultivar Résistance X.c pv. manihotis *
ODZIBA MB 27 Résistant 543 £ 0,14
MB 30 Résistant 24 0,09
MB 38 Tolérant 5,38 + 0,08
MA 147 Résistant 6,04 + 0,69
MA 446 Tolérant 425+ 0,7
KOMBE Maloenda Sensible 7,28 = 0,07
Mpembé Sensible 5,38 £ 0,35
Nkoh Sensible 7,17 + 0,58

-

niveau de population bactérienne exprimé en log C.F.U (unité formant une colonie) par feuille +
limites de confiance de la moyenne
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Figure 1: Evolution des populations bactériennes épiphylles sur le cultivar Mpembé au cours de l'an-
née 1979 . A =parcelle de plants contaminés, agés de 6 mois ; B = parcelle de plants contaminés, agés
de 1 an et C= parcelle témoin de plants non contaminés .
B populations de Xanthomonas campestris pathovar manihotis ; O populations de I'ensemble des
autres bactéries . Le seuil minimal de détection de bactéries par la méthode de numération de colonies
sur milieu gélosé est égal a 102 u.f.c./ organe .

D=reépartition des précipitations au cours de l'année 1979
1 =petite saison séche, 2 = grande saison séche
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Figure 2. Evolution des populations bactériennes épiphylles sur le cultivar Mpembé au cours de lan-
née 1980 . A =parcelle de plants contaminés, agés de 6 mois ; B = parcelle de plants contaminés, ages
de 1 an et C=parcelle témoin de plants non contaminés .
L populations de Xanthomonas campestris pathovar manihotis ;0 populations de I'ensemble des au-
tres bactéries . Le seuil minimal de détection de bactéries par la méthode de numération de colonies sur
milieu gélosé est égal a 102 ufc./ organe .
D= répartition des précipitations au cours de l'année 1980
1= petite saison séche 2= grande saison séche
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u.f.c./ feuille .

Ainsi en 1979, (Fig. 1), le pathogeéne est présent jusqu’a la fin du mois de Juillet (A et
B), soit 3mois apres la derniére pluie ; il est 3 nouveau détecté en Septembre des la premiere
pluie mais disparait 1 (A) 2 2 (B) semaines plus tard pour ne plus étre décelable jusqu’au
développement des premiers symptomes . De méme, en 1980, le X. c. pv. manihotis présent sur
les feuilles jusqu’au début du mois de Juillet (pluies de quelques millimetres intervennant le 9
Juillet), n’est & nouveau détecté, au plus tot, que 3 (B) 2 4 (A) mois plus tard . Cette réapparition
précede, de 3 4 4 semaines , le développement des premiers symptomes .

En 1980 comme en 1979, le niveau des populations de pathogénes au cours de la

période qui suit 1’apparition des symptdmes, augmente rapidement et se fixe a des valeurs variant
entre 10 et 100 u.f.c./ feuille .

Sur la base de ces résultats, nous constatons que le niveau des populations épiphylles
de X. c. pv. manihotis est élevé en saison des pluies, puis il décroit de maniére drastique
jusqu’a ne plus étre détectable a la fin de la saison séche (Aoiit, Septembre) .

Si ’on considere, pendant la méme période, les autres composants de la microflore

présents sur les feuilles, nous constatons que, globalement, ils atteignent des niveaux de
populations comparables a ceux observés pour X. c. pv. manihotis (105-106 u.f.c./feuille) .

Au début de la saison séche, en Mai et Juin, on observe aussi une réduction de la
microflore épiphylle . Cette diminution est toutefois moins accentuée que dans le cas des

populations de X. c¢. pv. manihotis, les populations de saprophytes se stabilisant en saison
seche autour de 10%-10° U.F.C /feuille, niveau nettement plus élevé que celui des populations

du pathogeéne . Quand la nouvelle saison des pluies débute, les populations de bactéries
saprophytes augmentent rapidement pour atteindre un niveaux similaire a celui de X. c. pv.
manihotis .

Dans les plantations indemnes de maladie, 1’évolution de la population épiphylle totale est
semblable a celle observée dans les parcelles ol la maladie est présente (Fig. 1, C; Fig. 2, C) ..

En saison séche, nous notons aussi une légére réduction du nombre de bactéries, qui reste

cependant relativement élevé (environ 109 U.F.C./feuille) . Au cours des deux années d’étude,
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nous n’avons jamais détecté dans nos essais la présence de X. c¢. pv. manihotis au sein de la
microflore épiphylle de plants de manioc situés dans des plantations indemnes de bactériose
Le niveau des populations de la microflore bactérienne (parasite et saprophyte) ne semble

pas étre influencé par la différence d’age des plants (6 mois)

II. 1. 3. Observations en microscopie de X. ¢c. pv. manihotis a la surface

des feuilles

Nous avons souligné dans les chapitres précédents, I'importance de 1a phase €épiphylle au
cours du cycle de la maladie et précisé I’impact du niveau des populations présentes sur la feuille
sur I’incidence de la maladie . Pour mieux comprendre I’interaction bactérie-feuille lors de la
phase épiphylle de X. c. pv. manihotis, nous avons recherché a détecter directement sur la feuille
la présence de la bactérie et étudié sa répartition au niveau du limbe . Cette étude est réalisée a la
fois en microscopie en épifluorescence par la technique d’immunofluorescence indirecte en
utilisant un antisérum de lapin spécifique du X. c. pv. manihotis (DANIEL & BOHER, 1981) et

en microscopie €lectronique a balayage .

IT.1.3.1. Microscopie en épifluorescence

L’observation directe de la surface du limbe du cultivar Mpembé par la méthode
d’immunofluorescence indirecte permet de visualiser in situ la localisation des bactéries au
niveau des structures de la surface de la feuille (cellules de 1’épiderme, réseau des nervures,
cellules de garde des stomates) . Pour le cultivar Mpembé, le limbe fluoresce en rouge, ce qui
donne un excellent contraste avec le vert fluorescent des corps bactériens marqués a
I’isothiocyanate de fluorescéine .

Cette méthode appliquée sur des portions de limbes issues de feuilles contaminées
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naturellement, montre que les bactéries ne sont pas distribuées de maniére homogene a la surface
du limbe (Fig.3) et que la contamination des lobes (5 & 6 par feuille) est hétérogeéne, certains
pouvant étre exempts de bactéries .

Les bactéries sont localisées préférentiellement sur la face inférieure des feuilles ou les
stomates sont les plus nombreux . Elles se répartissent sous forme de micro-colonies de 5 a 20
cellules agrégées dans un mucus légerement fluorescent (Planche . 3) . Ces amas bactériens sont
détectés dans les dépressions entre les cellules digitées de 1’épiderme notamment a proximité des
stomates et le long du réseau des nervures (Planche 4) . Des bactéries isolées sont rarement
observées, sauf sur des feuilles prélevées apres une pluie .Des observations ont aussi montré la
présence du parasite au niveau des cellules de garde des stomates . Cette méthode permet aussi
de mettre en évidence 2 la surface du limbe, la présence de nombreuses microlésions qui
fluorescent en jaune . Ces microlésions doivent constituer une voie importante pour la

pénétration du parasite .

II.1.3.2. Microscopie électronique a balayage

La méthode du point critique utilisée pour la préparation des échantillons de feuille
permet, malgré une perte de turgescence des tissus, de conserver I’organisation de la structure de
la surface de la feuille et de ne pas altérer les corps bactériens .

Les observations en microscopie électronique a balayage,.confirment les analyses
précédentes en montrant que les populations bactériennes sont localisées préférentiellement a la
face inférieure des feuilles . L’agent pathogeéne colonise la surface du limbe sous forme de micro-
colonies au niveau de sites protégés que sont les dépressions situées le long du réseau des
nervures et au niveau des cellules digitées de I’épiderme entourant les stomates (Planche 5) . Les
bactéries au sein de ces agrégats sont agglutinées dans un mucus présentant une structure
fibrillaire qui, en microscopie a balayages semble se rétracter . Sur la face inférieure de la feuille,
ou les stomates sont nombreux, on observe dans un certain nombre de cas la présence des
bactéries sur les cellules de garde des stomates et la colonisation de la chambre sous stomatique
(Planche 6) .
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Figure 3 : Exemple de répartition des microcololonies de X. c. pv.
manihotis a la face inférieure d'un foliole de feuille de manioc du
cultivar Mpembé contaminé naturellement au champ . Les observations sont
réalisées sur des échantillons préparés avec la méthode
d'immunofluorescence indirecte .

amas de 1 a 2 bactéries - o amas de 3 a 50 bactéries - O amas de plus de
20 bactéries



nervure— MG MGMC cd nervure

Planche 3 : Mise en évidence et localisation in situ des micro-colonies
de X. c. pv. manihotis sur les cellules digitées de 1l'épiderme, le long
des nervures secondaires de la face inférieure de la feuille de manioc du
cultivar Mpembé et marquées par la technique d'immunofluorescence in
directe . m.c. = micro-colonies ; c.d. cellules digitées
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Photo 1 Observation in situ par la méthode d'immunofluorescence
indirecte des corps bactériens de X. c¢. pv. manihotis a la face

inférieure de la feuille de manioc du cultivar Mpembé sur les cellules
de 1l'épiderme d'une nervure secondaire

"

Photo 2 : Détection de X. c¢. pv. manihotis sur les cellules digitées de
1'épiderme de la face inférieure de la feuille de manioc (coupe) du

cultivar Mpembé par la méthode d'immunofluorescence indirecte associé au
contraste de phase (Leitz Orthoplan)

Planche 4 Localisation 1In situ de X. cC.
inférieure de manioc du

d'immunofluorescence indirecte

pv. manihotis a la face
cultivar Mpembé par la méthode



Planche 5 Aspect en microscopie électronique a balayage par la méthode
du point critique de la répartition des corps bactériens de X. c¢. pv.
manihotis au niveau

- photo 1 : des cellules digitées de l'épiderme (cd) entourant un
stomate (st) de la face inférieure de la feuille de manioc du cultivar
Mpembé,

- photo 2 : du sommet d'une cellule digitée de la face inférieure de la
feuille de manioc du cultivar Mpembé



Planche 6 : Aspect en microscopie électronique a balayage par la méthode
du point critique de la présence de X. ¢. pv. manihotis sous forme d'amas
bactérien associant corps bactérien et fibrilles au niveau

- photo 1 : d'un stomate (st) de la face inférieure de la feuille de
manioc du cultivar Mpembé,

- photo 2 : d'un stomate (st) et de l'ostiole (o)
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II.2 . ETUDE DES MODES DE CONSERVATION DE L’AGENT PATHOGENE

II. 2 .1. Survie épiphyte sur le manioc

Le résultat des analyses hebdomadaires (Septembre 1981 a Janvier 1983) de la
microflore épiphylle du cultivar Maloenda confirment que, dans les plantations présentant ou
ayant présenté les symptomes de la maladie, X. c¢. pv. manihotis est toujours détecté au sein de
la microflore du phylloplan des plants de manioc (Fig. 4 et 5) . Son absence dans les plantations
saines indique que cette bactérie n’est pas un composant normal de la microflore de la
phyllosphére du manioc .

L’étude de la dynamique des populations épiphylles montre que le taux de X. c. pv.

manihotis détecté en saison des pluies sur les feuilles , sur les jeunes inflorescences, sur les
fleurs femelles et sur les fruits est élevé (105-106 u.f.c. / organe) malgré d’importantes

variations (Fig . 4 et 5) . En saison séche (de Mai a Aoiit), on assiste & une baisse générale des

populations €piphylles, ce qui se traduit pour le pathogéne par un faible niveau de population
(103 -10% ufc/ organe), avec parfois une disparition temporaire dans le cas des feuilles (Fig .4

- A) . Pendant la période de transition entre la saison séche et la saison des pluies et avant
I’apparition des premiers symptomes (27 Novembre), on note une augmentation significative des
populations de X. c. pv. manihotis qui peuvent atteindre des niveauxproches de ceux détectés
lors de la précédente saison des pluies .

Ces observations montrent qu’en, saison séche, on retrouve 1’agent pathogéne jusqu’a la
mi-aoiit (4 mois apres la derni¢re pluie) sur les feuilles (Fig. 4 - A) et jusqu’a la fin juillet sur les

fruits (3 mois apres 1’arrét des pluies) (Fig. 5- A) .
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Figure 4 : variation du niveau des populations de X. c. pv. manihotis a la surface des feuilles (A), des
inflorescences, (B) et des fieurs femellles (C) de manioc au cous de ia période allant de Septembre 1981
Janvier 1983 . Répartition des précipitations hebdomadaires durant la méme période (D) .

— — — seuil minimal de détection de bactéries par la méthode de numération de colonies sur milieu gélosé
(=10 “u.f.c./organe)
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Figure S : Variation du niveau des populations de X. c. pv. manihotis & la surface des fruits (A),
des semences (B), dans les semences (C) et dans les débris végétaux (Do) et le sot (D ™ , Sur les
graphiques( C et D), * indigque une détection de X. c. pv. manihotis par immunofluorescence aprés
concentration du broyat de semence (C) ou de la suspension de sol (D) .

_ — - seuil minimal de détection de bactéries par la méthodes de numération de colonies sur mi-
lieu gélosé (10 2ufe.s organe pour A B et C et 10 u.f.c./g de débris ou de sol pour D .
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II . 2 . 2. Survie sur les organes aériens d’autres plantes

Dans les plantations de manioc affectées par la maladie, nous avons mis en évidence la
présence de X. ¢. pv. manihotis au sein de la microflore épiphylle d’une plante cultivée
(Manihot glaziowii Mueller von Argau), sur laquelle il développe aussi une phase parasitaire et
aussi a la surface de quelques plantes adventices : Celosia trigyna L. (Amaranthacées),
Eupatorium odoratum 1. (Composées), Fimbristylis hispidula (Vahl.) Kunth. (Cypéracées),
Mariscus sumatrensis (Retz) Raynal (Cypéracées), Phyllanthus amarus Schum, & Tonn,
(Euphorbiacées) et Hymenocardia acida Tul. (Euphorbiacées) .

Le caractere épisodique des analyses faites sur ces plantes ne nous permet pas de
préjuger de leur role dans la survie du pathogene en saison seéche . D’apres les travaux de
ELANGO & al.(1981a) réalisés en Colombie, certaines Amaranthacées et Composées
pourraient, en saison se¢che, jouer le role de “plante réservoir” et favoriser en saison des pluies,

la contamination des plants de manioc qui sont dans leur voisinage .

II. 2. 3. Survie dans les tissus de la plante -hoéte

L’utilisation de la technique classique d’isolement sur milieu gélosé et de la détection par
la technique d’immunofluorescence indirecte permettent de mettre en évidence la présence du
parasite dans les tissus de 1’hote, non seulement pendant la phase parasitaire (saison des pluies),
mais aussi pendant la phase d’arrét de 1’expression de 1a maladie (saison seche) .

Tout au long de la saison seéche, les isolements montrent que la bactérie se conserve dans
le systéme vasculaire de la tige, dans les coussinets pétiolaires, a la surface et dans les tissus
morts des rameaux desséchés et dans les chancres .(Tableau 7) .

L’analyse, par fragment, de plants entiers de manioc permet de constater que, pendant la
saison séche, la bactérie est présente de mani¢re discontinue dans les tiges et ce a tous les
niveaux des tiges aériennes et méme dans les tiges souterraines et dans les tubercules (Fig. 6) .

Dans un plant contaminé, les parties apparemment saines peuvent aussi héberger la bactérie, ce
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Tableau 7 . Mise en évidence de X.c .pv. manihotis
manioc a la fin de la saison séche

dans les tissus de

Nombre des % lIsolement
isolements ~positif
tissus vivants 170 66,5
Tiges
tissus morts 70 28,6
surface 100 18
Chancres
interne 100 25
| Coussinets pétiolaires 200 28,5
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Figure 6 : Répartition, en fin de saison seche, de X. c. pv. manihotis dans les
tissus d'un plant de manioc du cultivar Nganfouo . La détection de X. c. pv.
manihotis est réalisée, par 1a méthode d'immunofiuorescence indirecte, sur le

broyat de fractions de tige de 10 cm de longueur.
forte contamination par X. c. pv. manihotis
faible contamination par X. c. pv. manihotis

[ ] absence de contamination par X. c. pv. manihotis

Il rameau désseches par l'action de X. c. pv. manihotis



-74-

qui a été aussi observé par IKOTUN (1981) .

Dans les tiges, I’étude fine de la localisation des bactéries dans les tissus aoités, est
réalisée apres inclusion a la paraffine, coupes sérielles et traitement en immunofluorescence
indirecte . Il ressort de nos observations que, dans les tissus macroscopiquement sains, la
bactérie est présente dans les gros €léments réticulés du xyléme, sous forme d’agrégats de corps
bactériens noyés dans un mucus légérement fluorescent (Planche 3b, Photo 5) . Dans les
portions de tige présentant un brunissement du systéme vasculaire, X. c¢. pv. manihotis est
détecté dans des poches de lyse qui s’étendent aux autres tissus du bois, au parenchyme cortical

et méme a la moelle .

IT. 2. 4 . Survie dans la semence

Pendant toute la saison des pluies, des populations importantes du parasite sont présentes
sur les fruits (Fig . 5 - A) et sur les graines (Fig . 5 - B) . Apres une désinfection de surface et
élimination du tégument externe, la contamination interne de la semence par X. c. pv. manihotis
a pu étre démontrée par I’isolement de la bactérie a partir du broyat des tissus (Fig. 5 -C) .
L’emploi de la technique de concentration des broyats de graines décrite au paragraphe 1.4.2,

associée a la détection par immunofluorescence (I.F.), améliore le seuil de détection du parasite
(<alo 2 yFr.c/ graine) et permet d’augmenter la fréquence de détection de X. c. pv.

manihotis dans la semence (Fig. 5 - C, LF.détection) . Les analyses hebdomadaires suggerent
que cette contamination de la semence s’effectue tout au long du cycle cultural . Cependant, il

faut noter que la quantité de bactéries détectée dans les graines est faible ; généralement moins de
102 bactéries/graine .

L’observation de coupes sérielles de graines naturellement contaminées, traitées selon la
méthode de I'immunofluorescence indirecte, indique que 1’agent pathogeéne est présent dans la
plupart des tissus avec une fréquence plus grande au niveau de la caroncule et dans les téguments

internes richement vascularisés .
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IT.2.5. Survie dans les débris végétaux

Chez le manioc, plante pérenne, les feuilles tombent au sol régulierement .Une fois au
sol, elles peuvent se conserver pendant plusieurs mois . La recherche du parasite dans les débris
montre que la bactérie y persiste en abondance pendant toute la saison des pluies et le début de la
saison séche (Fig S - D) . Ensuite, quand la saison séche est installée, la présence de X. c. pv.

manihotis est irréguli¢re et il est en général moins abondant . Un seuil de détection sur milieu
LPGA (104 U.F.C./ml) a cause de la richesse de la microflore d’accompagnement, pourrait

expliquer ces absences de détection . La mise en évidence du parasite par la technique
d’immunofluorecence lorsque la détection sur LPGA est négative confortent cette hypothése .
L’agent pathogéne se conserve dans les débris, en 1’absence de symptomes, de Juin
jusqu’a la mi-Novembre (apparition des nouveaux symptdmes) . Au cours de cette période, le
taux de contamination des débris reste élevé malgré d’importantes fluctuations (Fig . 5.- D) .
Au laboratoire,on a montré que des échantillons de débris fortement contaminés,
maintenus a la température de 25C et 2 70 P.100 d’humidité, peuvent héberger la bactérie

pendant plus d’un an, qui conserve son pouvoir pathogene .

II1.2.6. Survie dans le sol

Dans les échantillons de sol (exempts de débris végétaux),qui sont prélevés
hebdomadairement , par I’application de la technique de BOLHOOL & SCHMIDT (1970), on ne
détecte que rarement 1’agent pathogene (6 fois sur une périose d’analyse de 17 mois) (Fig. 5D) .
Ce résultat suggere que le sol n’est pas le site privilégié pour la survie deX. c. pv. manihotis .

Cependant, il est nécessaire de préciser que le seuil de nos méthodes de détection est €levé (104

U.F.C. / g de sol ) . On ne peut donc exclure, que le pathogene puisse se maintenir dans le sol a

des niveaux de population faible et jouer un role comme source d’inoculum .
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II1 .2 .7 . Survie en association avec les insectes de 1’entomofaune du

manioc

Les analyses de lots d’insectes (Tableau 8), provenant de 1’entomofaune du manioc, ont
permis de recenser 6 especes chez lesquelles on a pu mettre en évidence la présence externe et
interne de X. c. pv. manihotis .

Parmi ces insectes, 4 sont de type broyeur: Chrysolagria cuprina Thomson,
Gonocephalum simplex Fab., Ischnothrachelus sp. Thomson, Zonocerus variegatus L. et 2 du
type piqueur : Pseudotheraptus devastans Distant et un hétéroptére qui n’a pu étre identifié .

Chez tous ces insectes, la bactérie est détectée préférentiellement Les bactéries présentes
sur ou dans les insectes sont viables et gardent leur pouvoir pathogéne . Dans le cas du criquet,
Zonocerus variegatus, le parasite suit le transit complet dans le tractus intestinal et se retrouve
dans les féces . Dans les plantations contaminées, la récolte de féces de Z. variegatus montre que
I’agent pathogéne est souvent présent dans les déjections de cet insecte .Des essais préliminaires
sur la conservation de X. c¢. pv. manihotis dans les féceés, nous donnent une survie de 2 mois
environ dans les conditions du laboratoire (25°C, 70 p. 100 d’humidité)

C’est en saison des pluies, période ou s’effectue la dissémination de la maladie, que 1’on
recense le plus grand nombre d’insectes porteurs de la bactérie . Au coeur de la saison séche,
période ol 1’on observe pas de lésions foliaires, le parasite est détecté chez le criquet Z.
variegatus . Ce résultat suggere que X. ¢. pv. manihotis pourrait survivre et méme se multiplier
dans le tractus intestinal de cet insecte, lequel contribuerait indirectement a la conservation de

I’inoculum .
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Tableau 8 : Fréquences de mise en évidence de X. c¢. pv. manihotis a la
surface (lavage) ou a l'intérieur (broyage) d'insectes capturés dans les
champs de manioc dans les régions d'Odziba et de Brazzaville

IF : analyse par la technique d'immunofluorescence indirecte
IS : Analyse par isolement sur milieu L.P.G.A.

Nombre d'insectes
portant le X. c. pv.
Nombre total manihotis
Insectes d'insectes Broyage apreés
analysés Lavage désinfection
de surface
IF IS 1F IS
Chrysolagria
cuprina Thomson 105 11 | 41 23
Gonocephalum
simplex Fab 12 0 0 7 4,
fschnotrachelus
sp. Thomson 297 21 5 137 54
Zonocerus
variegatus Lin. 100 7 5 63 28
Hétéroptére
indéterminé 77 - - 29 0]
Pseudotheraptus
devastans Distant 72 0 0 4 2
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II . 3 . DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Dans les plantations ol 1a bactériose est présente, 1’étude de la microflore de la
phyllosphére de cultivars de manioc résistants et sensibles réveéle que X. c. pv. manihotis est
présent sur tous les organes aériens du manioc (apex, premieres feuilles dépliées, feuilles
matures, les fleurs et les fruits) . Cependant, le support préférentiel de la colonisation pour X. c.
pv. manihotis semble €tre la feuille mature 2 partir du niveau 3 .

Les observations en microscopie en épifluorescence et électronique permettent de donner
une image in situ de la distribution spatiale de X. c¢. pv. manihotis au niveau de la surface de la
feuille . La localisation préférentielle du parasite, sous forme de micro-colonies a la face
inférieure des feuilles, suggere que cette face constitue le site privilégi€ pour le développement
épiphylle du parasite . De par sa structure (cellules de 1’épiderme digitées, nombreux stomates,
réseau de nervures dense et diversifi€) (Fig.7), la face inférieure doit constituer la niche
écologique ou les conditions microclimatiques sont favorables & la survie et a la multiplication
des bactéries . La quasi-absence des bactéries de la surface supérieure des feuilles pourrait
s’expliquer par le lessivage par les pluies, I’action des rayonnements ultraviolets solaires et par
une humidité relative plus faible .

La présence d’amas bactériens au niveau des cellules de garde des stomates et de 1’ostiole

est observée, illustrant la pénétration du parasite par cette entrée naturelle (Planche 6) qui,
associée a une multiplication dans la chambre sous-stomatiques constituerait, la 2 éme étape du

processus infectieux (la colonisation interne des tissus) . La présence d’un nombre important de
microlésions au niveau de la cuticule de la feuille suggere qu’elles doivent constituer des sites de
pénétration et d’infection pour le parasite . Nos observations peuvent étre mises en paralléle avec
les travaux réalisés avec d’autres Xanthomonas (MILES et al., 1977 ; DU PLESSIS, 1984 ;
MEW et al, 1984 ; TAKAHASHI & DOKE, 1984 et 1985 ; GOTO & HYODO, 1985 ;
PRUVOST & GARDAN, 1988) qui décrivent aussi une localisation préférentielle des bactéries a
la face inférieure des feuilles sous forme d’amas bactériens . Le regroupement des bactéries en
amas associés 2 une structure fibrillaire s’observe chez d’autres couples bactérie-hote et pour des

tissus physiologiquement différent MATTTHYSSE &al., 1981 et MATTHY SSE 1983a ;
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Figure 7 :
niveau d'une nervure (B. BOHER).

1 = Face supérieure (cuticule épaisse, stomates peu nombreux), 2 = Face
inférieure (cuticule mince, stomates nombreux (st), cellules de
l'épiderme (ce) a aspect digitée, 3 = Face inférieure au niveau de la

nervure (cuticule épaisse, pas de stomates), 4 = collenchyme (tissu de
soutien), X = xyléme .

Schéma de la structure en coupe d'une feuille de manioc au
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ROOS & HATTINGH, 1983) .

Ces résultats confirment nos précédent travaux (DANIEL & BOHER, 1978) et ceux de
PERSLEY (1978) . La vie épiphylle a été prouvée chez d’autres Xanthomonas par exemple : X .
c. pv. malvacearum (CHOWDHURY,. & al., 1981), X. c. pv. phaseoli (CAFATI &
SAETTLER,1980 a et b), X. c. pv. oryzae (THRI MURTY & DEVADATH, 1981), X. c. pv.
juglandis (MULREAN & SCHROTH, 1982 ; PRUVOST & GARDAN, 1988), X. c. pv.
vesicatoria (LEBEN, 1963) .

Dans les plantations exemptes de maladie, 1’absence de X. c¢. pv. manihotis sur le
phylloplan des plants de manioc démontrent que cette bactérie n’est pas un composant normal de
la microflore de la phyllosphére du manioc . D’un point de vue épidémiologique, 1’agent
pathogeéne : X. c¢. pv. manihotis n’a pas de vie épiphylle au sens de LEBEN (1965), mais il
possede au cours de son cycle une phase épiphylle résidente . Cette activité €piphylle de 1’agent
pathogene doit étre relayée par une phase parasitaire (saison des pluies) . Cette phase épiphylle
est une étape normale du cycle biologique de la bactériose vasculaire .

Le fait de détecter des populations épiphylles de X. ¢. pv. manihotis a des niveaux
relativement importants (Tableau S5) sur des cultivars tolérants et résistants indique, pour les
cultivars étudiés , que la résistance ne semble pas liée a I’inhibition de la phase épiphylle du
parasite . La capacité d’un cultivar “résistant” de supporter, au niveau de son phylloplan, des
populations €piphylles de X. ¢. pv. manihotis en ’absence de symptomes démontre que ces
cultivars peuvent constituer des sources potentielles d’inoculum . La présence de populations
épiphylles de pathogeéne sur des cultivars “résistants” a été démontrée chez d’autres
Xanthomonas: par exemple, X. c. pv. phaseoli (CAFATI & SEATTLER, 1980), X.c.pv.
malvacearum (CHOWDHURY,. & al., 1981) .

Nos données suggerent que ’activité épiphylle du parasite est sporadique, puisque
pendant la derniére partie de la saison séche, il n’est pas possible détecter le pathogéne au niveau

du phylloplan . Cependant, si ’on tient compte de la sensibilité des méthodes de détection
utilisées ( 102-103 u.f.c./organe), on ne peut exclure que le pathogene soit présent jusqu’a la fin

de la saison séche a des niveaux de population qui ne sont pas révél€s par les méthodes utilisées.
L’utilisation de méthodes plus sensibles (anticorps monoclonaux, sondes moléculaires)
permettrait d’interpréter la disparition temporaire du parasite et d’expliquer, pour une part,

’origine des populations épiphylles de X. c. pv. manihotis détectées quelques semaines avant
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I’apparition des premiers symptomes .

En saison des pluies, dés que les I€sions (taches anguleuses, nécroses sur tiges) sont
apparues, elles produisent de I'inoculum qui, disséminé (pluies, vents, insectes) favorise la
contamination de la canopée des plants . Ce phénomene, associé a la capacité de croissance
épiphylle du germe, permet d’expliquer le niveau €levé des populations de 1’agent pathogéne sur
le phylloplan en saison des pluies . Au cours de cette période, la phase parasitaire et la phase
épiphylle de I’agent pathogene interviennent simultanément .

En saison séche, période ol les symptomes de la maladie ne s’expriment pas, I’ agent
pathogéne se maintient au sein de la phyllosphére a des niveaux faibles voire non détectables .
C’est ce que nous appelons la phase de_survie épiphylle .

La phase épiphylle de X. c¢. pv. manihotis a d’importantes implications dans
I’épidémiologie de la bactériose vasculaire . Au niveau des organes aériens, en particulier des
feuilles, elle permet la constitution de I’inoculum (multiplication épiphylle) nécessaire a
I’apparition des symptOmes (saison des pluies) et elle participe au maintien du parasite en saison
séche (phase de survie) ..

Dans nos conditions expérimentales, il n’a pas été possible d’établir une relation précise
entre les variations des populations bactériennes et les facteurs environnementaux . Cependant,
de nombreux auteurs ont souligné 1’importance des facteurs climatiques sur le développement
des populations bactériennes épiphylles (BROWN, 1942 ; CROSSE, 1963 ; LEBEN, 1965,
1967, 1981 ; LUISETTI & PAULIN, 1972 ; SCHROTH & al., 1974 ; HIRANO & UPPER
1983 ; LINDEMANN & al,, 1984 a et b ; PAULIN, 1984 ; O’'BRIEN & LINDOW, 1989) et
leur I’impact sur I’expression de la maladie. Généralement, la croissance €piphylle des bactéries
phytopathogeénes est favorisée par une forte hygrométrie et des températures élevées
(LEBEN, 1967 ; MULREAN & SCHROTH, 1982 ; RAMOS, 1979 ; SURICO & al., 1981) .
Ces conditions, qui prévalent en saison des pluies permettent d’expliquer I’important
développement des populations épiphylles du parasite qu’on observe durant cette période .
Conjointement, I’action mécanique du vent et des pluies assure la dispersion de ces populations
au sein de la canopée et de plant a plant (BROWN, 1942 ; WALKER & PATEL, 1964 ;
LOZANO & SEQUEIRA,1974b ; KUAN & al. ; 1982 ; SMITLEY & al. , 1982) . Ces
parametres environnementaux, qui favorisent 1’installation du parasite dans les plantations, et

augmentent la fréquence des infections (blessures du limbe des feuilles) permettent d’expliquer
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I’apparition soudaine de la maladie et son extension rapide dans des plantations ol aucun
symptOme n’etait visible auparavant .

Nos observations ponctuelles révélant la présence de 1’agent pathogene a la surface de
plantes non-hdte ne nous permettent pas de préjuger du role de ces plantes adventices comme
source d’inoculum . Cependant, certains travaux montrent que des plantes adventices présentes
dans les plantations de manioc peuvent héberger le parasite et constituer un réservoir d’inoculum
(DEDAL & al.,1980 ; ELANGO & LOZANO, 1981 ; IKOTUN, 1981) .

La présence du parasite dans les tissus de 1’hdte tout au long de la saison séche est un
point capital du cycle biologique de la maladie . En effet, avec la reprise de la végétation (dans
nos conditions, a la fin du mois d’aoiit, avant 1’apparition des pluies), les plants émettent au
niveau des tiges, a la limite des tissus morts et des tissus sains, des rejets herbacés qui ne tardent
pas a présenter des micro-1€sions induites par les populations de parasite présentes dans le
systéme vasculaire des tiges . Ces lésions produisent un inoculum sous forme de bactérioglées
qui, disséminé par ’eau de pluies et les insectes, favorise la recontamination du phylloplan . Cet
apport de bactéries sur le phylloplan a partir des populations endophytes, associé a la capacité de
multiplication épiphylle de ’agent pathogeéne, permet I’installation des populations de X. c¢. pv.
manihotis nécessaires a la réapparition des symptomes .

Ce phénomene est aussi observé dans les jeunes plantations (1 & 2 mois ) ou des
boutures provenant de tiges contaminées sont utilisées . Dans le cas de boutures, on note
souvent une latence (1 a2 6 mois) dans I’expression des symptomes (BOHER & DANIEL,
1982). Nos observations suggerent que les tissus infectés de 1’hote constituent le site privilégié
de conservation du parasite et la source principale de bactéries a ’origine des populations
épiphylles présentes sur le phylloplan . Au moment du démarrage de la végétation, les causes de
la réactivation des populations endophytes et de la migration de la bactérie des tissus lignifiés
vers les jeunes repousses sont inconnues (DU PLESSIS, 1987) . De méme le mécanisme qui
permet le déplacement des bactéries endophytes de leurs sites de conservation (systéme
vasculaire des tiges, coussinets pétiolaires, chancres) vers les jeunes tissus en phase de
croissance n’est pas connu .

La multiplication du manioc se faisant par voie végétative (boutures), la conservation du
parasite dans les tissus de I’hote et son activation au moment du démarrage de la végétation

expliquent I’apparition de la maladie dans les nouvelles plantations et, notamment, dans les
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zones indemnes ou elle est introduitre par des boutures contaminées . Ces observations
confirment les travaux de LOZANO & SEQUEIRA (1974 b) qui considérent que la transmission
de la maladie par la bouture est le principal mode de dispersion de la maladie (LOZANO, 1986).

La recherche du parasite dans des plants entiers,et notamment dans les tiges destinées a la
production de boutures, montre que la bactérie se distribue dans toute la plante et ce de maniére
discontinue (Fig. 6) . Aussi, une méthode de tri sanitaire des boutures basée sur 1’aspect
mascroscopiquement sain et/ou par des analyses au laboratoire (isolement, détection par
immunofluorescence) n’est pas fiable (BOHER & DANIEL, 1982) . La production de plants
sains ne peut s’envisager qu’en utilisant, soit un traitement des boutures aux micro-ondes
(LOZANO & al. 1986), soit 1a culture in vitro (méristémes, micro-boutures) en association avec
des contrdles bactériologiques (isolement, sérologie) .

Les débris végétaux présents sur le sol, pendant toute la saison seche, assurrent la
conservation de populations bactériennes importantes, mais uniquement dans les plantations
fortement contaminées . En effet, des observations faites hors du cadre de cette étude (RAY,
1979) indiquent que la conservation de I’agent pathogeéne dans les débris pendant la saison séche
ne s’effectue pas toujours sous forme de populations élevées, comme 1’indique notre €tude (Fig.
5-D).

La conservation de X. ¢. pv. manihotis dans les débris végétaux est fonction du taux de
contamination des feuilles qui sont tombées et aussi de la persistance des symptdmes foliaires au
cours de la période de transition entre la saison des pluies et la saison séche . Les conditions de
faible humidité semblent favorables a la survie du parasite dans les débris végétaux (PERSLEY,
1978) .

Si les débris végétaux participent a la conservation du pathogéne au cours de la saison
séche, compte tenu des pratiques culturales traditionnelles (changement de plantation apres
chaque cycle de culture), I'impact de ce mode de survie dans le maintien de la maladie dans une
zone est négligeable .

Le sol exempt de débris végétaux ne semble pas constituer pas le site privilégié de la
conservation de X. c. pv. manihotis (FIG. 5D), ce qui classe ce germe dans le groupe I de la
classification de BUDDENHAGEN (1965) . Comme dans le cas de X. c. pv. citri (GRAHAM
& Mc GUIRE), X. c. pv. manihotis peut se maintenir dans le sol & condition d’€tre en

association avec des débris végétaux contaminés ou sa survie est importante (Fig. 5D) .
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Cependant, compte tenu de la faible sensibilit€ de nos techniques de détection (104 U.F.C./

gramme de sol), il demeure possible que le pathogene puisse se conserver a des niveaux
inférieur a ce seuil . Dans ces conditions, le sol pourrait jouer un rle comme source d’inoculum,
notamment, dans les plantations industrielles ou 1’on pratique plusieurs cycles culturaux sur le
méme sol (IKOTUN, 1976 et 1982 ; LOZANO, 1986) .

I1 en est de méme pour la conservation de 1’agent pathogene dans la graine, qui n’est pas
utilisée par I’agriculteur . Cependant, ce mode de conservation de la bactérie impose, comme
dans le cas d’autres Xanthomonas spp.transmissibles par la graine, que des mesures soient
prises pour éviter ’échange de semence dans le cadre des programmes d’amélioration variétale .
Sur le plan des échanges internationaux, la généralisation de la technique de culture in vitro .

devrait permettre d’éliminer ce risque (SMITH & al., 1986) .
La présence de fortes populations épiphylles de X. c¢. pv. manihotis (105 - 107 bactéries

par organe) a la surface des inflorescences et des fleurs femelles laisse supposer qu’elles sont a
I’origine de la contamination des fruits et des graines . La présence de la bactérie dans les tissus
du péricarpe laisse supposer une pénétration du parasite en cours de maturation et ou une
contamination par le systeme vasculaire . Cette derniere hypotheése, nous est suggérée par la
localisation préférentielle de I’agent pathogéne dans les vaisseaux du tégument interne de la
graine . La contamination pourrait aussi s’effectuer pendant la fécondation des fleurs femelles par
I’intermédiaire des grains de pollen qui peuvent héberger la bactérie en surface (ELANGO & al.,
1980) .

Ces observations sont a mettre en parallele avec les études réalisées sur le feu bactérien
ou la contamination des fleurs joue un role important dans le cycle de la maladie (THOMSON,
1986 ; HILDEBRAND et al., 1935) . La présence de X. c. pv. manihotis dans la semence est
une caractéristique de nombreuses autres bactéries appartenant au genre Xanthomonas , comme
X. c. pv. malvacearum ( BRINKERHOFF & HUNTER, 1963), X. c. pv. oryzae (KAUFMAN
& REDDY, 1975),X. c. pv. campestris SCHAAD & KENDRICK, 1975), X. c. pv. phaseoli
(SEATTLER & PERRY, 1972) . Dans les conditions agro-écologiques du CONGO, les cultivars
les plus répandus ne fleurissant pas, la contamination par les organes floraux ne joue pas un role
essentiel au cours du cycle de la maladie .

L’association insectes-bactérie dans le cas de la bactériose vasculaire, comme dans celui
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d’autres affections bactériennes (HARRISON & al., 1980 ; KAISER & al., 1978 ; KEITH &
al., 1941 ; LEACH, 1964; MILLER & al., 1972) joue un rdle dans la dissémination de la
maladie .

Les études préliminaires de 1’entomofaune du manioc indiquent que les insectes étudiés
sont abondants en saison des pluies . Au cours de cette période, ils peuvent disséminer
I’inoculum présent au niveau des lésions d’un plant a un autre, soit par contact passif soit par
blessures dans le cas d’insectes broyeurs ou piqueurs (Z. variegatus, P. devastans) . Dans le cas
de la bactériose vasculaire du manioc, la relation bactérie-insectes n‘est pas de type obligatoire
(HARRISON & al., 1980) . D’autre part, pour les insectes recensés, la dispersion ne peut €tre
envisagée que sur de courtes distances a I’exception du criquet Z. varieagatus (DANIEL & al.,
1980) .

En saison séche, la présence de la bactérie chez Z. variegatus suggere que cet insecte
pourrait aussi jouer un role dans la conservation du pathogéne . Pour appréhender le role exact
des insectes dans le cycle biologique de la maladie, des études complémentaires sont nécessaires
dans le domaine de la dynamique des populations d’insectes et des études sur la vection
(dissémination et transmission) de la maladie (KAISER & al., 1978) .

La dynamique des populations de X. c. pv. manihotis au niveau du phylloplan du
manioc et I’étude de ses modes de survie montre que 1’agent pathogeéne est en situation
défavorable sur le phylloplan en saison séche et que les tissus de 1’hdte constitue alors le site
privilégié de survie . Cette période du cycle biologique de la maladie est importante, car elle
permet le maintien du parasite dans la plantation et qu’elle constitue la phase ou 1’on pourrait
envisager d’appliquer une méthode de lutte visant & éliminer ou du moins a réduire 1’inoculum
nécessaire au déclenchement du processus infectieux . Sur un plan pratique, le succés d’une telle
méthode sera limitée du fait de la présence interne de la bactérie dans les tissus de 1’hote et par le
systéme de culture auquel on s’adresse qui est essentiellement de type traditionnel .

Globalement, la conservation de la bactérie dans le systéme vasculaire de 1’hote associée
a sa capacité de multiplication épiphylle permet :

- d’expliquer le maintien du parasite dans une plantation d’une saison des pluies &
une autre,
- d’expliquer le caractére endémique de la maladie dans une zone

- d’interpréter son apparition brutale dans une région ou la maladie est absente,
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par I’introduction de boutures contaminées .

Sur la base de I’ensemble de nos résultats, le cycle de X. c¢. pv . manihotis (Fig 8) se
caractérise par 1’alternance de deux phases:
- une phase parasitaire en saison des pluies :
. production de I’inoculum primaire a partir des populations endophylles
présentes dans les tissus de I’hote ;
. multiplication épiphylle de la bactérie sur les organes aériens conduisant a la
formation de 1’inoculum nécessaire au déclenchement du processus infectieux ;
. pénétration et multiplication du parasite dans les tissus de 1’hote ;
. dissémination de la bactérie et contamination de nouveaux organes .
-une phase de survie en saison séche :
. arr€t du processus infectieux
. maintien du parasite dans les tissus de I’hote (tiges), les débris végétaux, et

sous forme de populations épiphylles sur les feuilles .
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CHAPITRE  III

Etude de la dynamique des populations
épiphylles sur les feuilles en fonction

du niveau de résistance de I’hote
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CHAPITRE I

Etude de la dynamique des populations de X. c. pv. manihotis sur les feuilles

en fonction du niveau de résistance de 1’hote

La mise en évidence d’une phase épiphylle chez X. c¢. pv. manihotis dans son cycle
biologique sur manioc et la confirmation de son role clé dans I’initiation de I’infection et le
développement de la maladie , nous aménent a considérer I’impact de la résistance de 1’hote sur
cette phase épiphylle . Nous avons noté dans le chapitre précédent qu’on peut détecter, au niveau
du phylloplan de cultivars tolérants et résistants, des populations importantes de X. c¢. pv.
manihotis. (Tableau 6) .

Dans ce chapitre, nous comparerons :

- le niveau des populations épiphylles naturellement présentes sur les cultivars sensibles
(Mpembé et Maloenda) et tolérants (MB27 et MB 38) dans les conditions du champ .

- le niveau des populations présentes sur et dans les feuilles d’un cultivar sensible
(Mpembé€), de 2 cultivars tolérants (MB27, MB38) et d’un cultivar résistant (TMS 30 555), suite

a I’inoculation des plants 4gés de 2 mois avec I’isolat 104-2 .
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IIT . 1 . Dynamique des populations de X. c¢. pv. manihotis sur les feuilles de

cultivars sensibles et résistants dans les conditions de plein champ .

Les variations des niveaux des populations épiphylles de X. c¢. pv. manihotis sur les
feuilles des différents cultivars sensibles (Mpembé et Maloenda) et tolérants (MB27 et MB38)
sont indiqués sur la Figure 9 . Les populations bactériennes présentent une phase de
multiplication épiphylle de Janvier & Mars, puis se stabilisent en présentant de légeres
fluctuations et enfin diminue brutalement brutalement avec I’arrivée de la saison séche 2 la fin du
mois d’Avril .

Pour 1’ensemble des cultivars, les niveaux de population détectées au début des analyses

varient de 1 x 104 2 7 x 104 UF.C. par feuille, puis ils augmentent de mani¢re analogue pour

atteindre & la mi-Février, un effectf de 2 x 105 a3x 106 U.F.C. par feuille . Dans le cas des
variétés sensibles, 1’augmentation des populations présentes sur les feuilles se poursuit pour
atteindre des niveaux de 5 x 109 a 5 x 107 UF.C, par feuille a la fin du mois de Mai . Pour les
cultivars tolérants (MB 27 et MB 38), on observe jusqu’a la fin du mois de Mai une stabilisation
du niveau des populations autour de valeurs variant entre 3 x 10°21x 100 UFE.C. par feuille .
Avec le début de la saison séche, les populations présentent sur les feuilles des différents
cultivars diminuent pour atteindre des niveaux de 8 x 103 2 6 X 104 UF.C. par feuille . Les

courbes (Fig. 9) montrent que le niveau des populations épiphylles présentes sur les cultivars
tolérants est toujours inférieur & celui observé sur les cultivars sensibles . Cependant, I’analyse
de variance montre qu’il n’y a pas de différences significatives entre les niveaux des populations
présentes sur les feuilles des différents de Janvier a Février (Fig.9, Annexe I ) . Aprés cette
période, de la mi-Février a la fin du mois de Mai, le taux de X. c¢. pv. manihotis détecté sur les
feuilles des cultivars sensibles est significativement plus €levé (P = 5 p.100) que celui présent
sur les cultivars tolérants .

Des lésions foliaires (taches anguleuses, brilures) sont observées chez les cultivars

sensibles (Mpembé,Maloenda) a la mi-Février, quand le niveau des populations épiphylles de

X. c. pv. manihotis atteint approximativement 109 UF.C. par feuille . Ensuite, les autres
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Fig 9 : Evolution des populations de Xanthomonas campestris pv manihotis sur les feuilles
des cultivars Mpembé (sensible), Maloenda (sensible), MB 27 (tolérant), MB 38 (tolérant)
contaminés naturellement dans les conditions du champ . Les plants sont contaminés
naturellement .Les valeurs sont les moyennes de 5 répétitions . Pour chaque analyse, les
moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (P = 5%) .

L’intervalle de confiance au risque de 5% est figuré€ pour chaque donnée . S = symptomes
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symptomes de la maladie (flétrissements foliaires, nécroses sur tiges, bactérioglées, défoliations
des rameaux) s’expriment avec le maximum d’intensité en Mars et Avril . Chez les cultivars
résistants, on note, seulement 2 partir de Mars, la présence sporadique de taches anguleuses et de
quelques flétrissements foliaires . C’est au cours de cette période, ol la maladie s’exprime avec
un maximum d’intensité, que les cultivars sensibles (Mpembé et Maloenda) supportent au niveau
des feuilles des populations ayant des niveaux significativement plus €levés que ceux observés

dans le cas des cultivars tolérants (MB 27, MB 38).

III . 2 . Etude de Pimplantation et de la multiplication épiphylle de X. c. pv.

manihotis sur les feuilles de cultivars sensibles, tolérants et résistants .

L’évolution du niveau des populations épiphylles de X. c. pv. manihotis sur les feuilles
polluées par pulvérisation de la suspension de I'isolat 104-2 ( 108 bactéries par ml) est indiqué
sur la figure 10 .

Apres la contamination des plants, le nombre total moyen de bactéries par feuille est
d’environ 104 apres la contamination . Il diminue légeérement pendant le premier jour, puis on
observe une multiplication des bactéries jusqu’au huitiéme jour pour atteindre des niveaux
voisins de 10® U.F.C. par feuille . Cette phase, d’environ 7 jours, correspond & une phase

exponentielle de multiplication avec des temps de génération de la bactérie d’environ 14 h pour le
cultivars sensible (Mpembé) et de 17 h pour les cultivar tolérants (MB 27 et MB 38) et résistants
(TMS 30555) . On observe ensuite, une phase stationnaire au cours de laquelle le nombre de
bactéries a la surface des feuilles reste stable ou diminue légérement .

Les courbes (Fig.10) indiquent que le niveau des populations €piphylles de X. c. pv.
manihotis est toujours plus élevé dans le cas du cultivar sensible Mpembé . Cependant,
I’analyse de variance révele aucune différence significative entre le cultivar sensible et les

tolérants MB 27 et MB 38 (Fig. 10, Annexe II) . Dans le cas du cultivar résistant TMS 30555,

apres une 1égere multiplication jusqu’au 8 tme jour, la population de X.c. pv. manihotis diminue
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Fig 10 : Evolution des populations de Xanthomonas campestris pv. manihotis sur les feuille
des cultivars : Mpembé (sensible), MB 27 et MB 38 (tolérants) et TMS 30555 (résistant) . Les

plants sont inoculées par pulvérisation d’une suspension de 1’isolat 104-2 (108 bactéries par ml).

Les valeurs sont les moyennes de 5 répétitions . Pour chaque analyse, les moyennes suivies
d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (P = 5%) . L’intervalle de confiance

aurisque de 5% est figuré pour chaque donnée. S = symptomes .
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progressivement pour se¢ maintenir au environ de 5 x 103 UF.C. par feuille . Pour ce cultivar,

deés le 6 ™€ jour apres la contamination des feuilles, le nombre de bactéries présentes sur les

feuilles est significativement plus faible .

Les symptOmes foliaires (taches anguleuses) apparaissent 8 jours apres 1’inoculation sur
le cultivar Mpembé (sensible) et 14 jours apres, mais de maniere moins sévere, sur les cultivars
MB 27 et MB 38 (tolérants) . Sur le cultivar résistant TMS 30555, les symptdmes n’apparaissent
qu’au niveau de certains plants et de mani¢re sporadique .

Au travers de ces résultats on peut conclure que les symptomes n’apparaissent que

lorsque le nombre de bactéries présentes sur les feuilles est voisin de 106 UF.C. par feuille .

IIT . 3 . Etude de la multiplication de X. ¢. pv. manihotis dans les tissus

foliaires de cultivars sensibles, tolérants et résistants .

L’évolution des populations de X. c¢. pv. manihotis dans les tissus foliaires du cultivar
sensible (Mpembé) et des cultivars tolérants (MB 27,MB 38) et résistants (TMS 30555) est
présenté sur la Figure 11.

Pour tous les cultivars, on détecte la présence de la bactérie dans les tissus dés le 4 €€

jours suivant la contamination des feuilles & des taux variant entre 5 x 102 et 2 x 103 U.F.C. par

feuille . On observe ensuite une croissance exponentielle pendant 48 h ; les vitesses de

multiplication sont similaires pour les 4 cultivars (Fig. 11) . Puis, la croissance se ralentit et les

populations se stabilisent & partir du 10fme jour & des niveaux différents selon les cultivars : de 5

x 107 U.F.C. par feuille pour le cultivar sensible Mpembé et de 5 x 106 UFC par feuille pour les
cultivars tolérants MB 27 et MB 38 . Dans le cas du cultivar résistant TMS 30 555, le nombre de

bactéries présentes dans les tissus, aprés avoir atteint un maximum (4 x 10° UE.C. par feuille)

au 8 me Jjour, diminue réguli¢rement pour n’étre plus que de 2 x 104 UF.C. par feuille au
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Fig. 11 : Evolution des populations de Xanthomonas campestris pv.manihotis dans les feuille
des cultivars : Mpembé (sensible), MB 27 et MB 38 (tolérants) et TMS 30555 (résistant) . Les
plants agés de deux mois sont inoculées par pulvérisation d’une suspension de I’isolat 104-2
(108 bactéries par ml). Les valeurs sont les moyennes de 5 répétitions . Pour chaque analyse, les

moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes(P = 5% . S=
symptomes.
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208me jour . L’analyse de variance (Annexe IIT) montre une différence significative a 5 p. 100

entre les populations de X. ¢. pv. manihotis présentes dans les tissus foliaires du cultivar

sensible et celles relatives aux cultivars tolérants (MB 27, MB 38) et résistant (TMS 30555), dés
le § €me jour . Entre les cultivars tolérants MB 27 et MB 38, on n’observe pas de différence
significative entre les populations mises en évidence aux différentes dates d’analyse, mais le
nombre de bactéries présentes sur ces cultivars est & partir du 10 Cme jour significativement
toujours plus élevé que celles présentes sur le cultivar résistant TMS 30555 .

Les symptomes foliaires sont observés a partir du 8 *™€ jour pour le cultivar sensible

Mpemb€ et du 14 éme jour dans le cas des cultivars tolérants (MB 27 et MB38) . En ce qui

concerne, le cultivar résistant TMS 30555, on observe que sporadiquement des symptomes .

IIT . 4 . DISCUSSION ET CONCLUSION

Dans les conditions naturelles, on constate que les niveaux des populations €piphylles de
X. c. pv. manihotis présentes sur les cultivars tolérants (MB 27 et MB 38) sont plus faibles que
ceux observés sur les variétés sensibles (Mpembé et Maloenda) . Cette différence est observée
tout au long de la saison des pluies jusqu’a la fin du mois de Mai ; elle disparait des le début de
I’installation de la saison séche en Juin .

Dans le cas des cultivars sensibles, les populations maximales présentes sur les feuilles
se situent aux environs de 107 U.F.C. par feuille et entre S x 10° et 1 x10® U.F.C. par feuille

pour les cultivars tolérants et résistants . Ces résultats montrent qu’en saison des pluies, les

cultivars tolérants et résistants peuvent néammoins supporter, en 1’absence de symptomes, au
niveau des feuilles des populations épiphylles importantes de X. c. pv. manihotis (105 U.E.C.

par feuille) ; au cours d’une période (saison des pluies) éminemment favorable a la dissémination
de la bactérie et a sa multiplication épiphylle (température élevée, forte hygrométrie) .Ces

cultivars, méme en 1’absence de symptomes, constituent des sources potentielles d’inoculum
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qui, lorsque les conditions deviennent favorables (pluies,tornades) peut étre disséminé et assurer
la contamination de cultivars plus sensibles .

Ces résultats sont confirmés, par 1’étude de I’implantation épiphylle de X. c. pv.
manihotis sur des plants dgés de deux mois et inoculés artificiellement par pulvérisation d’une
suspension de I’isolat 104-2 . Cette étude montre aussi que 1’on peut installer sur le manioc et en
phase épiphylle, I’agent responsable de la bactériose vasculaire: X.c. pv. manihotis . La

bactérie, aprés une phase de latence de 24 h, se multiplie activement a la surface des feuilles et se
maintient 2 un niveau élevé (10 - 107 U.F.C. par feuille) sur le cultivar sensible (Mpembé) et 3
un niveau moindre sur les cultivars tolérants(MB 27 et MB38) et en particulier sur le cultivar
résistant TMS 30555 (5x 103 - 1 x 104 U.F.C. par feuille) .

Dans les conditions artificielles de 1’inoculation (Fig. 10), chez les cultivars tolérants
(MB 27, MB 38), malgré des niveaux de population épiphylle plus faibles que dans le cas du
cultivar sensible (Mpembé), on n’observe pas de différences significatives par rapport au cultivar
sensible (Mpemb¢€) . Toutefois, chez le cultivar résistant TMS 30 555, on observe bien a chaque
date d’analyse, un niveau moins élevé de bactéries présentes sur les feuilles par rapport aux
cultivars sensibles .

Ce résultat est en contradiction avec ceux de I’étude au champ ou, a chaque date
d’analyse, le niveau des populations épiphylles de X. c. pv. manihotis est significativement plus
élevé chez le cultivar sensible (Mpembé) que chez les cultivars tolérants (MB 27, MB 38) .

Au champ, I’absence de différences significatives entre le niveau des populations
épiphylles présentes sur le cultivar sensible (Mpemb€) et les cultivars tolérants (MB 27, MB 38)
suggere que ’origine des populations présentes sur les feuilles n’est probablement pas unique .
En effet, s’il y a bien multiplication épiphylle du parasite, d’autres sources de bactéries, comme
les nombreuses 1ésions présentes sur les plants de Mpembé, contribuent a renforcer les
populations bactériennes présentes sur les feuilles ce qui expliquerait le niveau plus élevé des
populations épiphylles sur ce cultivar .

Dans le cas de I’étude de I’implantation épiphylle de X. c¢. pv. manihotis , les conditions
expérimentales font que 1’apport d’un inoculum externe est limité, si bien que les populations
détectées a la surface des feuilles ont, pour unique origine, la multiplication épiphylle de la

bactérie a partir de I’inoculum initial déposé par pulvérisation . Ce constat suggere qu’au niveau



-98 -

des cultivars MB 27 et MB 38 la tolérance de 1’hote n’intervient pas sur la limitation de la
colonisation épiphylle des feuilles . C’est 'inverse pour le cultivar TMS 30555, hautement
résistant, pour lequel le niveau des populations épiphylles reste trés faible et toujours
significativement inférieur a celui observé chez le cultivar sensible .

Ces résultats viennent en appui de ceux obtenus pour d’autres modeles dans lesquels la
résistance de I’hGte se traduit par une limitation du niveau des populations présentes sur le
phylloplan ( RIDE & RIDE, 1978 ; CAFATI & SAETTLER, 1980 ; MEW & KENNEDY , 1982
;HIRANO & UPPER, 1983) . Dans le cas des cultivars MB 27 et MB 38 la tolérance de 1’hote
n’influence pas directement la colonisation de la feuille .

L’étude de la colonisation interne du mésophylle de la feuille par X. c. pv. manihotis
montre que la bactérie détectée dés le 4 M€ jour aprés I’inoculation se multiplie de fagon

similaire chez tous les cultivars pendant une phase exponentielle d’environ 6 jours . Par la suite,
la croissance est réduite chez les cultivars résistants ou tolérants ce qui se traduit finallement par
des niveaux de populations internes significativement plus faibles chez les cultivars tolérants ou

résistants que chez les cultivars sensibles . Ce phénomene est particuliérement net chez le cultivar
résistant TMS 30555 ol la population ne dépasse jamais 4 x 10° UF.C. par feuille . Chez les

cultivars tolérants MB 27 et MB 38, une limitation de la multiplication de la bactérie est aussi
observée, mais elle est moins nette que chez le cultivar TMS 30 555 (Fig.11) .
L’apparition des premiers symptomes visibles, chez les différents cultivars, correspond a

la phase de transition entre la phase exponentielle de multiplication et la phase stationnaire qui se
situe en géneral entre le 8 6™ et le 10 ™€ jour . Cependant, la période d’incubation nécessaire

pour atteindre la quantité de bactéries nécessaire a 1’apparition des symptdomes est plus longue
chez les cultivars tolérants et résistants (14 jours) que chez les cultivars sensibles (8 jours) .
Chez le cultivar résistant TMS 30 555, on n’observe des symptomes que de maniére sporadique
et en faible quantité.

Pour le cultivar Mpembé (sensible) et les cultivars MB 27 et MB 38 (tolérants),

I’apparition des symptdmes sous forme de taches anguleuses translucides coincide avec la
présence en phase épiphylle d’'une quantité de bactéries voisine de 10 UF.C. par feuille .

La résistance de I’hote, pour le cultivar TMS 30555, s’exprime a la fois au niveau de la
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colonisation épiphylle des feuilles et de la multiplication interne de la bactérie . Chez les cultivars
MB 27 et MB 38, la résistance s’exprime uniquement par une réduction de la multiplication de la
bactérie dans les tissus . Cependant, le fait que 1’on détecte chez ces cultivars, une quantité
relativement importante de bactéries dans les tissus suggere que d’autres mécanismes doivent
intervenir au niveau de la résistance de 1’hdte, comme le seuil d’inoculum nécessaire a
I’apparition des lésions foliaires (sensibilité des tissus), la durée de réceptivité des blessures,
ralentissement ou blocage de la migration syst¢mique du parasite dans le systeme vasculaire de la
plante (BOHER & DANIEL, 1985).

Le fait que la bactérie présente des vitesses de croissance similaires au cours de la phase
exponentielle de multiplication (entre le 46™€ et le 68 jour) dans les tissus des différents

cultivars suggere qu’il n’existe pas au niveau de la feuille d’inhibiteurs préformés limitant la
croissance bactérienne (BAYLES & JOHNSON,1985) .

D’autre part, nous nous notons que la présence de la bactérie dans les tissus est mise en

évidence 4 jours apres I’inoculation des plants et & un niveau approximatif de 103 U.F.C. par
feuille (Fig. 11) . A la méme date, la quantité de bactéries présentes sur les feuilles varie de 1042
7 x 104 UF.C. par feuille (Fig. 10). Ce résultat suggere, pour les cultivars étudiés, qu’il

pourrait exister une relation entre le niveau de population épiphylle (104 U.F.C par feuille) et le

début de la colonisation interne des feuilles, puisque ce nombre de bactéries est le plus faible
détecté apres lavage de feuilles ou le début de colonisation interne des tissus est mis en évidence
apres broyage de ’organe .

De cette étude, il ressort que des cultivars considérés comme tolérants ou résistants, sur
la base des symptdmes de la maladie, peuvent présenter en I’absence de symptdmes et au niveau
de leur phylioplan des quantités importantes de X. c¢. pv. manihotis . Ces cultivars résistants,
capables d’héberger des populations épiphylles de X. c¢. pv. manihotis peuvent constituer un

réservoir d’inoculum dangereux pour les cultivars sensibles et a ce titre il serait judicieux

d’intégrer ce critéres dans les programmes de sélection variétale .
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CHAPITRE 1V

Niveau des populations épiphylles sur

les feuilles et incidence de la maladie
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CHAPITRE IV

Niveau des populations épiphylles de X. c. pv. manihotis et incidence

de la maladie

La démonstration de ’existence de populations épiphylles phytopathogénes de
Xanthomonas spp., Erwinia spp., et Pseudomonas spp. est bien documenté (HIRANO
&UPPER, 1983), mais la relation entre ces populations et 1’épidémiologie des maladies qu’elles
provoquent, reste bien souvent indéterminée .

Dans les conditions du champ, WELLER & SEATTLER (1980) rapporte qu’au moins 5
x 100 U.F.C. de Xanthomonas campestris pv. phaseoli par feuille sont nécessaires pour le

développement des symptomes de la graisse commune du haricot, puisque que ce nombre de
bactérie est le plus faible qui est détecté aprés le lavage de feuilles individuelles présentant des
1ésions . Au cours de cette €étude, le niveau des populations €piphylles a pu étre surestimé du fait
que la bactérie a pu se multiplier dans les lésions et se retrouver dans ’eau de lavage .

Dans le cas de la bactériose vasculaire du manioc, I’étude de I’implantation épiphylle de

X. c¢. pv. manihotis (Chapitre IV) a montré qu’a partir d’'un niveau de population épiphylle

supérieur ou égal a 104 UE.C. par feuille, on détecte la présence de la bactérie dans les tissus

foliaires 2 un niveau de 102 - 103 U.F.C. par feuille .
Les travaux de LINDEMANN & al. (1984, a et b), montrent, dans le cas de la bactériose

du haricot (“brown spot”), que la mesure du niveau des populations épiphylles de
Pseudomonas syringae pv. syringae au niveau de feuilles individuelles est un meilleur critere
pour la prévision de I’incidence de la maladie que la population moyenne évaluée sur un lot de

feuilles .
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Sur cette base, nous avons entrepris d’estimer, au niveau de 3 parcelles, la population
des feuilles analysées individuellement, d’étudier la distribution de fréquence des populations

des feuilles et de relier 1’incidence de 1a maladie a cette distribution .

IV . 1 Distribution des populations épiphylles de X. c¢. pv. manihotis sur les

feuilles de manioc .

HIRANO & al. (1982) ont montré que les populations bactériennes épiphylles sont
habituellement distribuées au niveau des feuilles selon une loi lognormale . LOPER & al. (1984)
démontrent qu’au niveau de la thizosphere les populations bactériennes sont aussi réparties selon
une loi lognormale .

Dans le cas de X. c. pv. manihotis , pour vérifier que les populations sur les feuilles sont
distribuées selon une loi lognormale, nous avons déterminé le niveau des populations présentes
sur les feuilles prises individuellement du cultivar sensible Mpembé dans une plantation ol
I’incidence de la maladie est forte (76 p. 100) . Les chiffres représentant les niveaux de
populations présentes sur chaque feuille, apres avoir €t€ transformés en logarithme , sont portés
sur échelle d’anamorphose (probabilité cumulée), afin de vérifier graphiquement 1’ajustement de
la distribution des niveaux des populations détectées au niveau de chaque feuille a la loi normale.

Cette normalité est ensuite confirmée par une méthode numérique plus rigoureuse, par un test de
x2 (SCHWARTZ, 1969). La figure 12 montre que le tracé d’anamorphose du logarithme des
niveaux des populations épiphylles de X.c. pv. manihotis est sensiblement linéaire indiquant
que les populations de parasite ont une distribution lognormale, ce qui est vérifié par le test de 2

(Tableau 9).
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Fig. 12 : Probabilité cumulée (pourcentage) de la distribution des populations de X.
c. pv. manihotis sur les feuilles individuelles (niveau 4 et sans symptomes) du
cultivar Mpembé placé dans une plantation ol l'incidence de la maladie lors des
préléevement est de 76%. Dans les cas ol X.c.pv.m. n'est pas détecté, le niveau est

fixé 2 2, seuil de détection de la méthode de numération de colonies sur milieu
gélosé .

Tableau 9 : Vérification par le test de X2 de l'adjustement & la loi normale de la

distribution du log. des populations de X. c. pv. manihotis sur les feuilles du cultivar

Mpembé .

Limite inférieure Limite supérieure Fréquence observée Fréquence attendues X2
2 2,33 9 7 0,6749

2,33 3,00 7 0,3807

3,00 3,67 5 6 0,1013

3,67 4,67 5 6 0,0736

4,67 au dessus 6 5 0,1373

X2 =1,36783 avec un degres de libert€ de 2 . Ajustement accepté . Degres de signification = 0,504637
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IV . 2 . Comparaison de la fréquence des fortes populations épiphylles et de

I’incidence de la maladie .

La distribution du logarithme des niveaux des populations épiphylles de X.. c. pv.
manihotis approximant une loi normale, I’estimation de la probabilité¢ avec laquelle un niveau de
population de parasite est rencontré ou excede au sein d’un groupe de feuilles est déterminée a

partir du tracé du logaritme des niveaux de population selon une échelle de probabilité cumulée .
Sur la base de nos observations, si I’on prend 104 UF.C. par feuille comme quantité minimale

de bactéries nécessaire au déclenchement de I’infection, on peut déterminer la fréquence de
feuilles supportant une population supérieure ou égale & ce seuil et rechercher une relation
éventuelle avec I’incidence de la maladie (pourcentage de feuilles présentant de 1ésions, calculé
sur la base d’un échantillon de 200 feuilles de niveau 4) . C’est ce que nous avons réalis€ au
niveau de trois parcelles de manioc avec des plants (dgés de 3 mois au début des observations)
du cultivar Mpembé, ou ’incidence était évaluée au début du mois de Mars (saison des pluies),
les plants étaient alors agés de 6 mois . Au niveau de chaque parcelle, I’'incidence de la maladie
est de 5 p. 100 (parcelle A), de 33 p. 100 (parcelle B) et de 76 p. 100 (parcelle C) .

Le tracé du logarithme du niveau des populations selon une échelle de probabilité

cumulée (Fig. 13) indique que pour la parcelle A, qu’ environ 5 p. 100 des feuilles sont estimées
avoir un niveau de population de X. c¢. pv. manihotis 2 a 104 UF.C. par feuille et que dans le

cas de la parcelle B et de la parcelle C, ce sont respectivement 35 et 60 p. 100 des feuilles qui
sont concernées par ces niveaux de populations . Ces résultats suggerent, qu’au moment de

I’analyse (début Mars), il existe une liaison entre la fréquence des feuilles avec une population
épiphylle de X.c. pv. manihotis 2 2 10* UF.C. par feuille et I’incidence de la maladie c’est a

dire avec la fréquence des feuilles présentant des 1ésions (taches anguleuses, briilures) .
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Fig. 13 : Probabilité cumulée (pourcentage) de la distribution des populations
épiphylles de X. c. pv. manihotis sur les feuilles individuelles (de niveau 4 et sans
symptomes) du cultivar Mpembé dans trois parcelles (A,B,C) o l'incidence de la
maladie lors des prélevement est respectivement 5%, 33%, et 76% . Dans les cas ou
X.c.pv.m. n'est pas détecté, le niveau est fixé a 2, seuil de détection de la méthode de

numération de colonies sur milieu gélos€ .
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IV . 3 . Niveau des populations épiphylles de X. c. pv. manihotis et incidence

de 1a maladie .

L’évolution de l'incidence de la maladie et de la fréquence des feuilles supportant une
population épiphylle de X. ¢. pv. manihotis supérieure ou égale a 104 UF.C. par feuille au

niveau des 3 parcelles (A,B,C) est présentée sur les figures 14 et 15. D’apres ces courbes, on
constate, pour la période de Janvier a la mi-Avril, que I’évolution de I’incidence de la maladie

suit celle de Ia fréquence des feuilles ayant une quantité¢ de X. c¢. pv. manihotis supérieure ou
égale 2 104 UE.C. par feuille . Pour cette période et chacune des 3 parcelles, le coefficient de

corrélation entre 1’incidence de la maladie et le taux d’inoculum est significatif indiquant qu’il

existe entre ces deux variables une liaison significative (Tableau 10) . Cette liaison est positive,
c’est & dire que la fréquence des feuilles ayant un inoculum supérieure ou égal a 104 augmente

avec I’'incidence et inversement . Apres cette période, ce qui correspond, sur le plan climatique a
une réduction de la pluviométrie et, a la mi- Mai, a 1’installation de la saison séche, on constate

une chute de I'incidence la maladie tandis que la fréquence des feuilles supportant une population
bactérienne supérieure ou égale a 104 UF.C. par feuille reste élevée en Avril . Elle décroit en

Juin pour atteindre au début Juillet une fréquence inférieure a 20 p. 100 . Cette période
correspond 2 la disparition des symptomes et & la chute des populations bactériennes présentes

sur les feuilles en relation avec I’installation de la saison séche . Les niveaux de population sont
alors faibles (< 2 103 U.F.C. par feuille) .

Au cours du cycle cultural du manioc, la liaison entre la fréquence des feuilles
hébergeant un certain taux d’inoculum (104 U.F.C. / feuille) et I’incidence de la maladie n’est

donc pas constante . Dans le cas du cultivar étudi¢ (Mpembé€), la corrélation forte et significative
lors de la saison des pluies en début du cycle cultural (3 2 6 mois) ne I’est plus au cours de la

saison séche . Pendant cette période, la fréquence des feuilles ayant un inoculum supérieur ou

égala 104 bien qu’en diminution, reste importante alors que 1’incidence de la maladie chute
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Fig. 14 :. Evolution de I'incidence (pourcentage de feuille avec des lésions) de la maladie au
niveau de trois parcelles (A, B, C) du cultivar Mpembé . L’incidence est estimée sur un
échantillon de 200 feuilles de niveau 4 .Les plants de manioc du cultivars sont 4gés de 3 mois au

début de I’étude .
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Fig.15 : Evolution de la fréquence des feuilles individuelles supportant une population de X .
c. pv. manihotis supérieure ou égale a 104 UE.C. / feuille en fonction de la date de prélévement

au cours de la saison des pluies (Janvier -Mai) et pendant le début de la saison seche (Juin -
Juillet) . Les plants de manioc du cultivars sont dgés de 3 mois au début de I’étude et localisés au
niveau de 3 parcelles ou l'incidence de la maladie est faible (parcelle A), modérée (parcelle B) ou

sévere (parcelle C) .
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Parcelle Nombre de couple Coefficient Valeur t Probabilité
de données de corrélation | calculée associée
A 7 0,873 3,93 < 0,01
B 7 0,709 2,21 < 0,01
C 7 0,886 4,21 < 0,01
Tableau 10 : Valeurs des coefficients de corrélation~entre4fréquence

des feuilles ayant une population supérieure ou égale a 10°U.F.C. et
incidence de la maladie et probabilités associées pour 3 parcelles de
manioc et pour une période allant de Janvier & la mi-avril
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rapidement pour atteindre un taux faible (< 4 5 p. 100) . Pendant cette période, la relation entre
incidence et le niveau des populations épiphylles n’est plus observée . Cette observation laisse
supposer que la bactérie en phase de multiplication dans les tissus de 1’hote est plus dépendante
de la variation de sensibilté de 1’h6te liée aux modifications climatiques que lorsqu’elle est a la
surface de la feuille . Les conditions environnementales ainsi que la sensibilité de 1’hote doivent
jouer un role important dans la liaison entre I’incidence et le niveau des populations épiphylles .
En résumé, pour la période de Janvier A la mi-Avril, 1’incidence de la bactériose
vasculaire est corrélée positivement 2 la quantité de bactéries présentes sur les feuilles . Les

populations étant détectées sur des feuilles sans symptomes, ces résultats suggerent que le seuil
de 104 UF.C. par feuille pourrait constituer la quantité minimale pour déclencher la colonisation

interne des tissus et, apres une phase de multiplication, I’apparition des symptémes foliaires .

Ce seuil n’est probablement pas constant car, comme nos résultats le suggerent, il doit
dépendre de la sensibilit€ de 1’hote et de paramétres environnementaux, notamment ceux qui
interviennent au niveau du micro-écosysteme que constitue la feuille .

En Mai et Juin, il n’y a pas de liaison entre I’incidence et la quantité d’inoculum et il
apparait alors qu’un cultivar sensible peut supporter au niveau de son phylloplan des populations
importantes de bactéries et sans que des symptomes apparaissent .

La résistance de 1’hote pouvant s’exprimer au niveau du phylloplan du manioc par une
réduction du niveau des populations épiphylles, il serait intéressant d’étudier la corrélation entre
fréquence des feuilles supportant un certain taux d’inoculum et le niveau de résistance de la
plante .

Dans cette étude, I’incidence a ét€ évaluée sur la base de 1’apparition des lésions au
niveau des feuilles de niveau 4 .

L’analyse de I’incidence en fonction de 1’age des feuilles indique qu’au cours de la
période la plus favorable a 1’expression de la maladie (Mars a Awvril), elle est inférieure a 20 p.
100 pour les feuilles de niveau 1 et 2, supérieure ou égale a 50 p. 100 pour celles de niveau 3 et
4 et nettement supérieur 3 80 p. 100 pour celles 2 partir du niveau 6 (Fig.16) . Ces résultats
montrent que les feuilles dgées sont plus sensibles a la maladie que les jeunes feuilles, ce qui
correspond aux observations de LOZANO & SEQUEIRA (1974b) et de BOHER & DANIEL
(1985) qui montrent que les tissus jeunes sont moins sensibles a la maladie, la vitesse de

cicatrisation de ces derniers étant plus €élevé que dans le cas des tissus agés .
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I’4ge de la feuille au niveau de la parcelle C avec des plants du culdvar Mpemb¢ dgés de 3 mois

au début de 1’étude. La feuille F1 correspondant a la 1ére feuille dépliée en partantde ’apex .
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IV . 4 . DISCUSSION ET CONCLUSION

La vérification que les populations épiphylles de X. c. pv. manihotis sont distribuées sur
les feuilles selon une loi lognormale nous permet de comparer non seulement des moyennes de
population par ’analyse de variance mais aussi d’estimer graphiquement, au niveau de la
parcelle, la fréquence des feuilles avec un certain taux d’inoculum (LINDEMANN & al., 1984a;
HIRANO & al., 1982 ; ROUSE & al., 1985) .

Dans le cas de la bactériose vasculaire du manioc, 1’étude de la liaison entre cette
fréquence et I’incidence de la maladie (pourcentage de feuilles avec des symptomes) nous montre
que la corrélation entre ces deux parametres n’est pas constante . Elle n’existe qu’en saison des
pluies, au début du cycle cultural du manioc et disparait lorsque les conditions
environnementales deviennent défavorables a I’expression de la maladie (saison séche) . La
présence des populations bactériennes a un niveau €levé sur les feuilles (Mai & mi-Juin), alors
que l’incidence de la maladie est nulle, suggére que la phase infectieuse du parasite dans les
tissus est plus dépendante des conditions environnementales que la phase épiphylle .

Dans les conditions du champ, il serait intéressant d’établir la relation entre le niveau des
populations épiphylles et la sévérité (nombre de 1€sions par feuille) et aussi d’étudier, avant que
les symptOmes n’apparaissent, le niveau des populations présentes dans les tissus soit en phase

de latence (conditions défavorables au développement du parasite) soit en phase de multiplication

Le cycle cultural du manioc étant relativement long (8 a 18 mois), 1’utilisation du seul
critere “fréquence des feuilles avec un taux d’inoculum donné” pour prévoir I’incidence de la
maladie est limité, par I’impact des facteurs environnementaux sur le niveau des populations
épiphylles, sur le développement du parasite dans les tissus, sur la sensibilité du cultivar (qui
pourrait étre variable au cours du cycle cultural ,ce qui n’a pas été étudi€) et aussi par la présence
d’un inoculum endophyte dans les tissus de 1’hdte . Cet inoculum joue un rdle important dans
I’apparition des populations épiphylles au début du cycle cultural (boutures contaminées) et au
cours de la période de transition saison s¢che - saison des pluies avant 1’apparition des

symptomes a la nouvelle saison des pluies .
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Si dans les conditions du laboratoire, on peut facilement établir une relation entre la
quantité d’inoculum et I’expression de la maladie; dans les conditions du champ la quantité de
bactéries présentes sur des feuilles est fortement variable (1 a2 1000) (HIRANO & al., 1982), ce
qui nous impose de travailler sur des fréquences de niveau de populations présentes sur des
feuilles individuelles (ROUSE & al., 1985) . D’autre part, on ne peut déterminer sur la méme

feuille I’effet taux d’inoculum - incidence ou séverité, car la méthodologie d’estimation des

populations est destructive.
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DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSIONS

I . Le cycle biologique de X. c. pv. manihotis sur manioc

Apres les grandes épidémies de bactériose vasculaire en Afrique des années 70, la
maladie est devenu endémique dans les principales zones de culture de cette importante plante
vivriere tropicale . Cette affection, outre son extension rapide, est remarquable par les grandes
variations dans sa gravité dans le temps et dans I’espace . Au Congo, apres les flambées de
bactériose des années 75 a 80 (régions du Pool, Plateaux Batéké), la maladie s’est caractérisée
par une activité modérée avec des explosions ponctuelles dans certaines régions comme la
Cuvette en 1987 et de nouveau le Pool en 1990 . La prévalence de la maladie dans les zones de
savane et de transition savane-forét par rapport a celles de forét est observée tant en Afrique
(DANIEL & BOHER, 1981 ; PERSLEY, 1978) qu’en Amérique du Sud (LOZANO, 1986) . Ce
phénomene important sur le plan de 1I’épidémiologie de la maladie n’a pas regu d’interprétation
satisfaisante (LOZANO, 1986 ; THEBERGE, 1986) .

Le manioc étant une culture traditionnelle de subsistance, ou 1’hétérogénéité des plants
cultivés est élevée, I’introduction de la bactériose a peut €tre aboutie 2 la sélection naturelle rapide
de génotype a bonne résistance horizontale, ce qui expliquerait la moindre gravité de la maladie
au cours de cette derni¢re décennie . Ce type de situation a ét€ observé en Afrique lors de
I’introduction de parasites fongiques (Puccinia polysora sur mais et Colletotrichum coffeanum
sur caféier) . L’augmentation de la gravité de la maladie dans une zone ou elle présentait un faible
impact pourrait étre la conséquence de la conjonction entre des conditions environnementales
favorables a 1’expression de la maladie et une modification de la composition en pathotype de
’agent pathogene . Une telle situation a été observée chez le cotonnier ot la résistance de 1’hote a
été surmontée par un nouveau pathotype (race 20) de X. c. pv. malavacearum (FOLLIN, 1983).
Actuellement, bien que la variabilité du pouvoir pathogéne de X. c. pv. manihotis ait été décrite
(BRADBURY, 1977 ; GROUSSON, 1986), on ne dispose d’aucune information sur la

composition en pathotype de I’agent pathogéne .
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Les causes de ces variations(conditions environnementales, variabilités du pathogéne) ne
sont pas déterminées mais sur la base du cycle biologique du pathogene et de ses modes de
survie nous pouvons foumir un certain nombre de réponses .

Le cycle de la maladie se déroule, dans sa partie active, pendant la phase de croissance
végérative de I’hote (saison des pluies) . Son déroulement est basé sur deux caractéristiques
fondamentales de 1’agent pathogéne, sa capacité d’avoir une phase €piphylle d’une part et sa
conservation dans les tissus de 1’hote d’autre part .

L’établissement de la relation parasitaire entre le manioc etX. c¢. pv. manihotis implique,

comme dans le cas d’autres bactériose foliaires (BASHAN, 1987), la présence au niveau des
feuilles de populations importantes de bactéries (106 -107U.E.C./ feuille) . La présence d’un tel

inoculum au niveau du phylloplan est fonction de la capacité de multiplication épiphylle du
germe, qui a partir d’un faible inoculum primaire assure le développement d’importantes
populations, lesquelles constituent 1’inoculum nécessaire au développement des 1ésions foliaires.

La présence €piphyte de 1a bactérie est observée au niveau de tous les organes aériens de
la plante (inflorescences, apex, feuilles, fleurs, bourgeons axillaires) cependant le site
préférentiel pour le développement épiphyte de la bactérie est constitué par les feuilles matures a
partir du niveau 3 .

La développement épiphylle de X. c¢. pv. manihotis se produit quand un certain nombre
de parametres environnementaux sont réunis, comme une forte hygrométrie et des températures
élevées (SLEESMAN & LEBEN, 1976 ; HIRANO & UPPER, 1983; TIMMER & al., 1987) .
Ces conditions sont réunies au cours de la période de transition entre la saison séche et la saison
des pluies et en saison des pluies . Au cours de la saison des pluies, les symptomes de la maladie
apparaissent et se développent ; 1ésions (taches anguleuses, nécroses sur tiges) produisant de
I’inoculum qui, disséminé (pluies, vents, insectes), favorise la contamination de la canopée des
plants (LOZANO, 1986) . Ce phénomene, associ€ a la capacité de croissance épiphylle du
parasite, permet d’expliquer le niveau élevé des populations de 1’agent pathogene sur le
phylloplan en saison des pluies . Au cours de cette saison, la phase parasitaire et la phase
épiphylle de I’agent pathogene interviennent simultanément .

En saison séche, période ou les symptdmes de la maladie ne s’expriment pas, 1’agent
pathogéne se maintient au sein de la phyllosphére & des niveaux de population faibles, voire non

détectables . C’est ce que nous appelons la phase de_survie épiphylle .
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Au cours de ce travail, il n’a pas été possible d’établir une relation précise entre les
variations des populations bactériennes et les facteurs environnementaux . Cependant, de
nombreux auteurs ont montré 1’importance des facteurs climatiques sur le développement des
populations bactériennes épiphylles (BROWN, 1942 ; CROSSE, 1963 ; LEBEN, 1965 ;
LEBEN & DAFT, 1967 ; LUISETTI & PAULIN, 1972 ; SCHROTH & al., 1974 ; LEBEN,
1981 ; SMITLEY & Mc CARTER, 1982 ; HIRANO & UPPER, 1983 ; LINDEMANN & al.
1984 a et b ; PAULIN, 1984 ; O’BRIEN &LINDOW, 1989) et souligné 1’'impact de ces
parametres sur I’expression de la maladie . Généralement, la croissance épiphylle des bactéries
phytopathogeénes est favorisée par une forte hygrométrie et des températures €levées
(LEBEN,1965) . Ces conditions, qui prévalent en saison des pluies permettent d’expliquer
I’'important développement des populations épiphytes du parasite qu’on observe durant cette
période . Conjointement, 1’action mécanique du vent et des pluies assure la dispersion de ces
populations au sein de la canopée et de plant a plant (BROWN, 1942 ; WALKER & al., 1964 ;
LOZANO & SEQUEIRA ,1974b ; VENETTE, 1979 ; KUAN & al., 1982) . Ces conditions
climatiques, qui favorisent 1’installation du parasite dans les plantations, et augmentent la
fréquence des infections (blessures du limbe des feuilles), permettent d’expliquer 1’apparition
soudaine de la maladie sous forme explosive et son extension rapide dans des plantations ou
aucun symptdme n’est visible .

La phase parasitaire s’interrompt avec I’installation de la saison seche (diminution de
I’hygrométrie et de la température, écart important des température entre jour et nuit) . La chute
drastique du niveau des populations bactériennes €piphylles qu’on observe alors, suggére que

I'activité épiphylle de X. c¢. pv. manihotis n’est que transitoire . Cependant, compte tenu de la
sensibilité de nos méthodes de détection (102-103 U.F.C. / organe), on ne peut exclure que le

pathogene soit présent jusqu’a la fin de la saison séche A des niveaux de population qui n’ont pas
été révélés par les méthodes utilisées . L’utilisation de méthodes plus sensibles (sondes
moléculaires) permettrait d’interpréter la disparition temporaire du parasite et d’expliquer, pour
une part, ’origine des populations épiphylles de X. c¢. pv. manihotis détectées quelques
semaines avant ’apparition des premiers symptomes . La démonstration dans les conditions du
laboratoire, que certains pathovars de Xanthomonas campestris peuvent survivre plusieurs
semaines en épiphylle lorsque des conditions sont défavorables (faible humidité relative,

température €levée) au développement de la maladie (SLEESMAN & LEBEN, 1976 ; TIMMER
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& al., 1987), indique que la bactérie pourrait se maintenir sur le phylloplan a de faibles
concentrations au niveau de sites protégés .

D’un point de vue épidémiologique, I’agent pathogeéne : X. c. pv. manihotis n’a pas de
vie épiphyte au sens de LEBEN (1965), mais il posséde au cours de son cycle une phase
épiphyte résidente qui doit étre relayée par une phase parasitaire (saison des pluies) . Cette phase
épiphylle est une étape normale du cycle biologique de la bactérie .

La phase épiphylle de X. c. pv. manihotis a d’importantes implications dans
I’épidémiologie de la bactériose vasculaire .

Au niveau des organes aériens, notamment des feuilles, elle :

- est a ’origine de I'inoculum (multiplication épiphylle) nécessaire a 1’apparition des
symptomes (saison des pluies) .
- participe au maintien du parasite en saison séche (phase de survie) .
- favorise la dispersion de la bactérie au sein de la canopée et de la plantation par

dissémination de I’inoculum épiphylle par les pluies, le vent et les aérosols .

La présence €piphyte de 1’agent pathogeéne a la surface de plantes non-hétes ne nous
permettent pas de préjuger du role de ces plantes adventices comme source d’inoculum .
Cependant, certains travaux suggeérent que des plantes adventices présentes dans les plantations
de manioc peuvent héberger le parasite et constituer un réservoir d’inoculum non négigeable dans
le cas de plantations mal entretenues (DEDAL & al,,1980 ; ELANGO & al., 1981 ; IKOTUN,
1981 ; DANIEL & BOHER,, 1985 ; LOZANO, 1986) .

La mise en évidence de la présence de X. c. pv. manihotis chez un certain nombre
d’insectes de 1’entomofaune du manioc est 3 mettre en relation avec des travaux effectués au
CIAT ou 'utilisation d’insecticides dans des parcelles expérimentales a permis de montrer que 10
p. 100 des infections pouvaient avoir pour origine la dissémination du pathogéne par des
insectes (LOZANO, 1975) . Toutefois, cette dissémination par les insectes ne pourrait s’effectuer
que sur de courtes distances (LOZANO & SEQUEIRA, 1974b) . L’importance des insectes,
notamment de Zonocerus variegatus L.et Pseudotheraptus devastans Distant au cours du cycle
de la maladie demande a étre précisée (dynamique des population, vection) car pour certaines
bactérioses le role de 1’entomofaune dans la dissémination n’est pas négligeable (SCHROTH &
al., 1974 ; PHILLIPS & al. 1982) .
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Si la mise en évidence de la phase épiphyte de X. c¢. pv. manihotis permet d’expliquer la
formation de I’inoculum nécessaire a I’apparition des symptomes foliaires, cette bactérie n’étant
pas un composant normal de la microflore du manioc, la question de I’origine de sa présence sur
la feuille se pose .

Dans ce domaine, le concept traditionnel est que les 1ésions constituent la source primaire
d’inoculum pour les maladies bactériennes . Ainsi, dans le cas de la bactériose du cotonnier, qui
présente de grandes similitudes avec celle du manioc, les Iésions foliaires fournissent 1’inoculum
qui, aprés dissémination par les pluies et le vent permet la contamination des plants sains
(FAULWETTER, 1917) . Un tel processus intervient en saison des pluies, une fois que la
maladie est installée, mais il ne permet pas de déterminer ’origine de la présence de X. c. pv.
manihotis avant 1’apparition des symptomes foliaires .

La conservation de la bactérie dans le syst¢me vasculaire de 1’hote associée a son
activation (inoculum endophyte) lors du démarrage de la végétation (boutures ou plants en
culture a la fin de la saison s¢che) constitue, par I’intermédiaire des symptomes qu’elle induit sur
les jeunes rejets, la source primaire d’inoculum nécessaire a la contamination du feuillage . Cette
contamination associée a la capacité de multiplication épiphylle du parasite est A 1’origine des
importantes populations présentes sur les feuilles avant I’apparition des symptomes .

L’inoculum primaire nécessaire a 1’apparition de la bactériose dans une nouvelle
plantation ou a son maintien dans une plantation en cours de cycle cultural (fin de saison séche) a
pour origine principale les populations endophytes présentes dans les tissus de I’hote .

Dans les jeunes plantations (1 2 2 mois ), des lésions apparaissent au niveau des tiges
herbacées issues des boutures (environ 2 mois apres la plantation) . Les exudats produits par ces
1ésions fournissent un inoculum important qui, sous 1’action des premicres pluies et des insectes,
favorise la contamination de la canopée . Cet apport de bactéries au niveau du phylloplan du
manioc associ€ a la capacité de multiplication épiphylle de 1’agent pathogéne permet 1’installation
et le développement de I’inoculum nécessaire a 1’apparition de la maladie . Dans les plantations
en cours de culture; a la fin de la saison séche, on observe un phénomene similaire a 1’occasion
du redémarrage de la végétation (fin de la saison séche) .

La présence du pathogene dans les tissus lignifiés de 1’hdte est souvent associé a une
latence dans I’expression de la maladie (BOHER & DANIEL, 1982) . Son déterminisme, qui

doit dépendre du niveau de résistance de I’hote et des parametres environnementaux, mériterait
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d’étre étudi€ . En effet, les infections latentes ont d’importantes implications au niveau de
I’épidémiologie de nombreuses maladies bactériennnes (HAYWARD, 1974), notamment au
niveau de I'introduction d’une maladie dans une zone ot elle était absente ((KOIKE, 1968) ou au
niveau de son maintien dans une région ou elle n’était plus détectée depuis plusieurs années
(GOTO, 1972) . Dans le cas du manioc, la présence du pathogéne dans les tissus vasculaires des
tiges, sans que des symptdmes ne révelent sa présence, masque la contamination du matériel
végétal destiné a la production de boutures . Ainsi, la colonisation systémique, mais discrete, de
certains cultivars apparemment résistants accroit, aprés 3 4 4 cycles culturaux, la contamination
des boutures conduisant & une contamination importante des plantations (LOZANO &
LABERRY, 1982) .

Les tissus de 1’hdte constituent le site privilégié de conservation du parasite et la source
principale de bactéries a ’'origine des populations présentes sur le phylloplan . Le(s)
mécanisme(s) qui intervien(nen)t au niveau du processus de migration des bactéries endophytes
de leurs sites de conservation (systéme vasculaire des tiges, coussinets pétiolaires, chancres)
vers les jeunes tissus en phase de croissance n’est pas connu . .Les autres sources potentielles
d’inoculum (insectes, adventices) doivent aussi participer au cycle biologique mais avec une
importance moindre.

La multiplication du manioc se faisant par voie végétative (boutures), on comprend que la
conservation de X. c. pv. manihotis dans les tissus de la plante (syst¢me vasculaire) pendant de
longues périodes est un point capital du cycle biologique de la bactérie .

La présence de bactéries endophytes permet d’expliquer :

- 1’origine de I'inoculum primaire nécessaire 4 1a contamination des feuilles

- le maintien du parasite dans une plantation d’une saison des pluies a une autre,

- le caractere endémique de la maladie au travers de 1’utilisation d’un matériel
végétal contaminé

- son apparition brutale dans une région ou la maladie est absente, par
I’introduction de boutures contaminées .

La capacité de X. c. pv. manihotis d’avoir une phase épiphyte associ€ a sa conservation
dans les tissus de 1’hote sous forme de population endophyte sont les paramétres fondamentaux
qui assurent le bon déroulement de son cycle biologique . Ce cycle se caractérise par I’alternance

de deux phases:
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- une phase parasitaire en saison des pluies (période de croissance végétative
pour la plante) au cours de laquelle se produisent successivement les événement suivants :
- la production de I'inoculum primaire a partir des bactéries présentes dans les
tissus de I’hote ;
- la multiplication de la bactérie sur les organes aériens conduisant 2 la formation
de I’inoculum nécessaire au déclenchement du processus infectieux
- la pénétration et la multiplication du parasite dans les tissus de I’hote ;

- la dissémination de la bactérie et la contamination de nouveaux organes .

- une phase de survie en saison séche caractérisée par:
- I’arrét du processus infectieux
- le maintien du parasite dans les tissus de 1’h6te (tiges), les débris végétaux, et

sous forme de populations sur les feuilles .

Sur le plan de I’épidémiologie de la maladie, le faible impact de la maladie en zone de
forét pourrait étre la conséquence des conditions environnementales particulieres de 1’écosysteme
forestier qui seraient défavorables 2 la réalisation de la phase épiphyte de X. c¢. pv. manihotis .
En effet, des expériences préliminaires, réalisées conjointement en forét et en savane,ont montré
que le pathogene installé sur le phylloplan de cultivars de manioc situés en forét ne se maintient
que de maniere transitoire (MABIALA N’DOENGOSSO, 1988) . La compréhension de ce
phénomene fournirait des informations utiles sur les facteurs qui conditionnent la vie épiphyte de

I’agent pathogeéne en relation avec I’hdte et I’écosystéme . .

II . Populations épiphylles et niveau de résistance de I’héte

De nombreuses espéces bactériennes, dont certaines sont phytopathogenes

(Xanthomonas spp., Erwinia spp., et Pseudomonas spp).sont présentes sur le phylloplan des
plantes (HIRANO & UPPER., 1983) . L’ importance relative de 1’hote sur le cycle biologique et

la démographie de la plupart des espéces bactériennes ou d’un type particulier de souche en
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relation avec 1’épidémiologie des maladies qu’elles provoquent est largement inconnue . Dans de
nombreuses interactions plante/bactérie, la résistance de 1’hote se traduit par une limitation du
niveau des populations présentes sur le phylloplan (SCHAREN, 1959 ; RIDE & RIDE, 1978 ;
CAFATI & SAETTLEER, 1980 ; MEW &al, 1982 ; HIRANO & UPPER, 1983) .

Dans le cas de X. c. pv. manihotis, le fait de détecter des populations €piphylles a des
niveaux relativement importants a la fois sur des cultivars sensibles et tolérants ou résistants
indique, pour les cultivars étudié€s , que la résistance ne serait pas toujours li€e & une inhibition
de la phase épiphylle du parasite . Cette capacité d’un cultivar “résistant” de supporter, au niveau
du phylloplan, des populations de X. c. pv. manihotis en ’absence de symptémes souligne que
ces cultivars peuvent constituer des sources potentielles d’inoculum .

Notre étude sur I'implantation épiphylle de X. c¢. pv. manihotis montre que chez les
cultivars tolérants (MB 27, MB 38), malgré des niveaux de population épiphylle en valeur plus
faibles que dans le cas du cultivar sensible (Mpembé), on n’observe pas de différence
significative entre les cultivars sauf dans le cas du cultivar résistant TMS 30555 . Ce résultat est
en contradiction avec les observations au champ, qui montrent que le niveau des populations
épiphylles de X. c. pv. manihoitis est significativement plus €élevé chez les cultivars sensibles
(Mpembé, Maloenda) que chez les cultivars tolérants (MB27, MB38).

L’absence de différences significatives entre les niveaux des populations épiphylles
présentes sur le cultivar sensible (Mpembé) et les cultivars tolérants (MB 27, MB 38) suggere
que dans le cas du champ les nombreuses lésions présentes sur les plants de Mpembé et de
Maloenda, peuvent contribuent 2 la formation et au renforcement des populations bactériennes
sur les feuilles . Dans ces conditions, 1’origine des populations présentes sur les feuilles n’est
pas uniquement due 2 la multiplication épiphylle de la bactérie, comme dans le cas de 1’étude de
I'implantation épiphylle ou I’apport d’un inoculum extérieur est controlé .

Un nombre important de travaux, avec d’autres modeles, qui révele une différences entre
les populations épiphylles présentes sur des cultivars sensibles et résistants ont été réalisés dans
les conditions ou les symptdmes de la maladie sont présents . Ainsi, TIMMER & al. (1987)
suggere que les différences de niveau de population observées en fonction du niveau de
résistance de I’'hote résultent de différence dans la production d’inoculum au niveau des tissus
malades . Ces constat est 2 rapprocher de nos observations ou la période nécessaire a 1’apparition

des symptdmes est plus longue cher les cultivars tolérants (12 jours) que chez les sensibles (8
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jours) ou les 1ésions foliaires sont plus nombreuses . Chez le cultivar résistant TMS 30 555, on

observe des symptdmes que de maniere sporadique, sur certains plants et en faible quantité.

Chez les cultivars MB 27 et MB 38 la résistance de 1’h6te n’intervient pas au niveau
d’une limitation de la population épiphylle . C’est I’inverse pour du cultivar TMS 30555
hautement résistant, ou le niveau des populations épiphylles est toujours inférieur a celui observé
chez le cultivar sensible .

L’étude de la colonisation du mésophylle de la feuille parX. c. pv. manihotis montre que
la tolérance ou la résistance se traduit, aprés une phase de multiplication de 6 jours, par des
niveaux de populations internes significativement plus faible chez les cultivars tolérants et

résistants par rapport au sensible . Ce phénomene est particulierement marqué chez le cultivar
résistant TMS 30555 . Le fait qu’au cours de la phase exponentielle de multiplication (entre le 4

Cme et le 6 “™€ jour), la bactérie présentant des vitesses de croissance similaires dans les tissus

des différents cultivars, on peut penser qu’il n’y a pas, au niveau de la feuille, d’inhibiteurs
préformés limitant la croissance bactérienne (BAYLES &JOHNSON, 1985) . Les mécanismes
de résistance de 1’h6te doivent interviennent ultérieurement, notamment au niveau de la
progression de la bactérie dans le mésophylle et au niveau de la pénétration dans le systéme
vasculaire de la feuille .

Notre travail montre que la résistance du manioc a la bactériose vasculaire peut
s’exprimer soit au niveau de la colonisation épiphylle des feuilles et au niveau de la multiplication
interne du parasite (cultivar résistant TMS 30 555), soit uniquement au niveau de la limitation de
la multiplication de la bactérie dans les tissus (cultivars tolérants: MB 27 et MB 38) . Cependant,
le fait que I’on détecte chez ces cultivars, une quantité relativement importante de bactéries dans
les tissus suggere que d’autres mécanismes doivent intervenir au niveau de la résistance de
1I’hdte, comme le seuil d’inoculum nécessaire a 1’apparition des 1ésions foliaires (sensibilité des
tissus), la durée de réceptivité des blessures, le ralentissement ou le blocage de la migration
systemique du parasite dans le syst¢éme vasculaire de la plante (BOHER & DANIEL, 1985) . Sur
cette base, la résistance du manioc a la bactériose vasculaire pourrait combiner une réduction des
populations épiphytes de pathogene (inoculum potentiel réduit), des concentrations d’inoculum

plus élevé pour le déclenchement des Iésions (efficience de I’infection réduite), une limitation de
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la colonisation du systéme vasculaire (colonisation réduite) .

L’étude des mécanismes de résistance du manioc a la bactériose demanderait a étre mieux
étudié en tenant compe de la composition en pathotype du pathogeéne, de la variation de
sensibilité de ’hdte et en maitrisant sa génetique, car au cours de nos expérience les cultivars
utilisés, a 1’exception de TMS 30555, n’ont pas fait I’objet d’une sélection génétique ce qui
laisse supposer une certaine hétérogéneité au sein des populations .

Des cultivars, classés comme résistants sur la base des symptdmes de la maladie,
peuvent présenter au niveau de leur phylloplan et dans les tissus des quantités non négligeables
de X. c. pv. manihotis en ’absence de symptdmes . Aussi, la colonisation discrete et
progressive du systéme vasculaire de 1’hote apres plusieurs cycles de culture (LOZANO &
LABERRY, 1982) doit étre prise en compte dans les programmes de sélection variétales par une

mise en oeuvre de tests pour détecter le pathogéne au niveau du phylloplan et du systéme

vasculaire des cultivars en cours de sélection .

IIT . Relation entre le niveau des populations épiphylles et I’expression de la

maladie

De nombreuses travaux font référence a la présence d’especes bactériennes
phytopathogenes (Erwiniaspp., Pseudomonas spp., Xanthomonas spp.), sur le phylloplan des
plantes cultivées (HIRANO & UPPER, 1983) . Cependant, la relation entre le niveau des
populations épiphylles et la probabilité du déclenchement des maladies qu’elle provoquent reste
souvent indéterminée..

L’action d’une maladie foliaire sur la canopée d’une plante s’exprime de maniére
différente au niveau de chaque feuille, aussi sur le plan de I’expression des symptomes, la
population moyenne présente sur la canopée est d’une importance moindre que celle présente sur
chaque feuille . Si dans les conditions du laboratoire, il est aisé d’établir une relation entre le taux

d’inoculum et la maladie (incidence et sévérité), au champ la répartition de X. c. pv. manihotis
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au niveau des feuilles est fortement variable, pour établir une relation entre la quantité
d’inoculum et la maladie il est nécessaire de travailler sur des fréquences de taux de populations
présentes sur des feuilles analysées individuellement et de relier ’incidence de la maladie a cette
distribution (LINDEMANN & al., 1984) . Ces fréquences sont déterminées graphiquement sur
la base de la probabilité cumulée de la distribution lognormale des populations .

Dans nos expériences, la présence du parasite dans les tissus 4 jours aprés I’inoculation

des plants 3 un niveau voisin de 103 U.E.C. par feuille lorsque le niveau des populations
épiphylles, se situe A un niveau de 104 2 7 x 104 UELC. par feuille semblerait indiquer que le

niveau de 104 UF.C. constitue, pour les cultivars étudiés, le seuil de bactéries €piphylles
nécessaire au démarrage de colonisation interne des feuilles . Conjointement, 1’apparition des
symptomes semble li€ a la présence d’au moins 10® U.E.C. par feuille . Ces niveaux ne sont

probablement pas constant, et dépendent de la physiologie de 1’hdte, de son niveau de résistance,
des conditions climatiques et de I’ agressivité des souches de X. c. pv. manihotis .

Les travaux de LINDEMANN & al. (1984, a et b), montrent dans le cas de la bactériose
du haricot (“brown spot”), que la mesure du niveau des populations épiphylles de
Pseudomonas syringae pv. syringae au niveau de feuilles individuelles est le meilleur critere
pour la prévision de I’incidence que la population moyenne évaluée sur plusieurs feuilles .

Dans le cas de la bactériose du manioc et du cultivar sensible Mpembé, 1’étude de la
liaison entre la fréquence des feuilles portant une population supérieure ou égale a 104 U.F.C.

par feuille et I’incidence de la maladie (pourcentage de feuille avec des symptdmes) nous montre
qu’une relation existe entre ces deux paramétres, mais qu’elle n’est pas constante . La corrélation
est significative en saison des pluies, au début du cycle cultural du manioc mais ne I’est plus
lorsque les conditions environnementales deviennent défavorables a 1’expression de la maladie
(installation de la saison séche) . Pour la période ou la corrélation est bonne, cela ne signifie pas

que le niveau de la population €pihylle soit le seul facteur déterminant I’incidence de la bactériose
vasculaire et que le niveau de 104 U.F.C.par feuille constitue un seuil d’infection constant au

cours du cycle cultural . En effet, la présence, a un niveau €levé, des populations bactériennes au
niveau des feuilles (Mai-mi Juin), alors que I’incidence de la maladie est voisine de zéro le

montre et semble indiquer que la phase infectieuse du parasite dans les tissus est beaucoup plus
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dépendante des conditions environnementales et de la variation de sensibilité de 1’hote que la
phase épiphylle . Le fait qu’un plant sensible peut supporter des populations épiphylles a un
niveau relativement élevé et rester sans symptomes et que la probabilité d’infection par une seule
bactérie virulente est trés largement inférieur & 1 pour de nombreuses interactions plante - bactérie
(ERCOLANI, 1973) peut étre la conséquence que I’expression du ou des genes li€s au pouvoir
pathogéne de X. c. pv. manihotis est un événement rare ou que sur le plan du pouvoir pathogéne
(virulence et agréssivité) la structure génétique des populations épiphylles est telle que la
proportion de bactéries pathogenes est faible .
Dans les conditions du champ, il serait aussi intéressant d’établir 1a relation entre le niveau des
populations épiphylles et la sévérité (nombre de 1ésions par feuille) et aussi d’étudier avant que
les symptomes apparaissent le niveau des populations présentes dans les tissus soit en phase de
latence (conditions défavorables au développement du parasite) soit en phase de multiplication .
Le cycle cultural du manioc étant relativement long (8 a 18 mois), I'utilisation du seul
critere “fréquence des feuilles avec un taux d’inoculum donné” pour prévoir I’incidence de la
maladie est limité par I’interaction des facteurs environnementaux sur le niveau des populations
épiphylles, sur le développement du parasite dans les tissus, sur la sensibilité du cultivar qui peut
étre variable au cours du cycle cultural (ce qui n’a pas ét€ étudi€) et aussi par la présence d’un

inoculum endophyte latent dans les tissus de I’hote .

IV . CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Pour améliorer nos connaissances sur le cycle biologique de X. c¢. pv. manihotis sur
manioc nous avons axé nos recherches sur 1’étude de la phase épiphylle de X. c. pv. manihotis
en relation avec le cycle cultural de la plante, le niveau de résistance de I’hdte et I’incidence de la
maladie .

Notre étude montre que X. c. pv. manihotis fait partie du groupe de bactéries
phytopathogénes adaptées a la vie sur les organes aériens des plantes et qui comprend la plupart
des pathovars de Pseudomonas syringae et probablement ceux du groupe Xanthomonas

campestris (HIRANO & UPPER, 1983) .Cependant 1’apparition et le maintien de la phase
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épiphylle de X. c. pv. manihotis dépend essentiellement de la présence des populations
endophytes dans les tissus de 1’hote . La présence et la conservation de la bactérie dans les tissus
est capitale pour le bon déroulement du cycle biologique de la maladie .

La résistance de I’hdte peut interférer avec la vie épiphyte de X. c. pv. manihotis en
limitant le niveau des populations au niveau des feuilles . Cependant, pour les cultivars étudiés,
la résistance s’exprime préférentiellement au niveau de la multiplication de la bactérie dans les
tissus . Les mécanismes intervenant dans la résistance de 1’hote mériteraient une étude
approfondie dont les résultats permettraient d’améliorer les connaissances sur 'interaction
plante-bactérie et d’adapter les schémas de sélection pour la résistance a la bactériose .

La détermination du niveau des populations épiphylles au niveau de la feuille nous a
permis d’établir une relation positive entre la quantité de bactéries présentes sur les feuilles et
I’incidence de la maladie . Cette étude, qui mériterait d’€tre poursuivie avec d’autres cultivars et
en intégrant les parametres météorologiques, montre que la corrélation entre le niveau de
populations épiphylles et I’incidence n’est pas constant . Elle est bonne au début de cycle cultural
de la plante (saison des pluies) puis elle disparait quand la saison séche s’installe . Ce travail
montre, en autre, que l’expression des symptomes de la maladie est trés sensible aux
changements environnementaux en relation avec la variation de sensibilité de I’hote .

La compréhension du cycle biologique de X. c. pv. manihotis , nous permet d’interpréter
le caractére endémique de la maladie, sa rapide progression au sein d’une plantation, son
apparition dans une zone indemne et a sa propagation a I’échelle du continent africain .

Cependant un certain nombre d’interrogations demeurent, quant aux variations de la
gravité de la maladie qu’on observe dans le temps et du site . En effet, sur la base des résultats
acquis, I’interprétation des grandes épidémies des années 70, de 1’absence de bactériose en zone
de forét et des explosions soudaines de la maladie dans une zone d’endémie reste difficile .

A T’avenir, les recherches sur la bactériose du manioc devront prendre en compte de la
variabilité du pathogene, de 1’'impact des facteurs environnementaux sur la dynamique des
populations épiphylles de parasite et sur la variation de la sensibilit€¢ de 1’hote . Une telle
approche, suppose une étude préalable de la variabilité génétique de X. ¢. pv. manihotis en
relation avec ’expression du pouvoir pathogene et la recherche de marqueurs génomiques
(sondes moléculaires) liés a la virulence de 1’agent pathogéne . En ce qui conceme, I’étude de la

phase épiphyte, I’acquisition et I’ utilisation de tels outils, permettrait d’approfondir les études sur
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la relation quantité de bactéries présentes au niveau de la feuille et la probabilité de déclenchement
de la maladie en prenant en compte la structure génétique des populations épiphylles sur la base
de marqueurs génomiques liés au pouvoir pathogene .

Au niveau des interactions bactérie-plante, on dispose de peu d’informations sur les
mécanismes intervenant au niveau de la résistance de ’hote . Dans ce domaine, le clonage des
cultivars étant possible par la technique de culture in vitro , le manioc peut constituer un bon
modele d’étude notamment pour la recherche des elliciteurs pouvant intervenir dans le
mécanisme de résistance de I’hote .

En ce qui conceme les stratégies de lutte vis a vis de cette maladie bactérienne, la culture
du manioc étant essentiellement de type traditionnel, seule la lutte génétique avec des cultivars
améliorés et I'utilisation de boutures saines sont envisageables . L’utilisation de ce type de lutte
implique, pour €tre fructueuse, que 1’on maitrise la production de matériel indemne de
bactériose, que 1’on connaisse les geénes de résistance, que 1’on surveille la composition en
pathotypes du pathogene et que 1’on contrdle la diffusion et 1’utilisation des cultivars . A ce
niveau, un certain nombre de contraintes existent comme la génétique de I’hdte qui n’est
particllement maitrisée, un cycle génétique long, I’identification partielle des génes de résistance
et jusqu’a présent la non prise en compte de la variabilité de I’agent pathogéne . La sélection doit
viser la tolérance, car on s’adresse a des systemes agricoles de subsistance ou I’ infrastructure
scientifique et économique ne permet pas un suivi adéquat de I’évolution de la résistance .

Nos travaux permettent d’envisager une lutte chimique et ou biologique (utilisation
d’antagonistes bactériens de X.c. pv. manihotis) ayant pour objectif de réduire I’inoculum
épiphyte dont il a €t€ montré 1’implication dans le déclenchement de la maladie . La lutte
chimique contre les bactéries phytopathogenes a ét€ menée depuis une vingtaine d’année avec
des résultats plus ou moins satisfaisants grice aux antibiotiques et aux composés cupriques
(AZATZEH & BASHAN, 1984 ; PAULIN & al., 1985 ; GITAITIS & al., 1986) . Sur le
manioc, ARENE (1977) a utilis€ de 1’ Agrimycine contre X. c¢. pv. manihotis dans des conditions
de faible pression parasitaire, si bien que les résultats sont peu exploitables . Des essais ont été
effectués au Congo (BOHER & GROUSSON, 1986 ; POUNDZOU, 1987, MABIALA
N’DOUENGOSSO, 1988) ou I’utilisation de composés cupriques (Bouillie bordelaise, Kocide
101) a connu un succés limit€ de part I’action mécanique de Ia pluie (lessivage de la mati¢re

active), de la localisation préférentielle du pathogéne sur la face inférieure des feuilles au niveau
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de sites protégés, de la présence d’un inoculum endophyte et d’une recontamination rapide (15 2
30 jours) si la plantation est proche de foyers de bactériose . La période de traitement pour étre
efficace devrait se situer en fin de saison seche (période ou se constitue 1’inoculum épiphyte), ce
qui n’est pas compatible avec les pratiques culturales traditionnelles . La lutte chimique n’est pas
pour des raisons économiques envisageable au champ, mais elle peut I’€tre pour contrdler I’état
sanitaire d’un parc a multiplication destiné a la production de boutures saines . Les cultivars
tolérants satisfaisant le paysan n’étant pas encore disponibles, il est important de promouvoir ce

type d’unité de production, en particulier, en zone de forét ou la maladie est peu présente .
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Annexe I : Analyse de variance sur les motennes des populations
de X. c. pv. manihotis présentes sur les feuilles des cultivars
Mpembé, Maloenda, MB 27 et MB 38 dans les conditions du champ
en Janvier

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Source ddl : S. des carrés : Carré moyen : Test-F : Valeur P :
inter-individus 4 1,251 ,313 , 784 ,5532
Intra-individus 15 5,984 ,999
facteur répété 3 1,731 ] .577 1,628 ,2349
résidus 12 4,253 ,354

Total 19 7,235

Fiabilité pour— toutes les séries : -,276 Une seule série ; -,057

ANOVA a un facteur avec mesures répétées

Groupe : Fréqu. : Moy. : Dév.Std. : Erreur Std. :
MPEMBE S 4,732 676 302
MALOENDA S 4,166 ,398 178
™MB 27 S 4,14 ,654 293
MB 38 S 4,75 5977 258

ANOVA a un facteur avec mesures répétées

Comparaison : Diff. Moy. : PLSD de Fisher : F de Scheffé :  t de Dunnett :
MPEMBE vs. MALOENDA ,066 ,82 753 1,503
MPEMBE vs. MB 27 092 .82 ,.824 1,572
MPEMBE vs. MB 38 -018 .82 ,001 ,048
MALOENDA vs. MB 27 ,026 ,82 ,002 069
MALOENDA vs. MB 38 -.584 .82 ,802 1,551
MB 27 vs. MB 38 =61 .82 875 1,62
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Annexe I : Analyse de variance sur les motennes des populations
de X. c. pv. manihotis présentes sur les feuilles des cultivars
Mpembé, Maloenda, MB 27 et MB 38 dans les conditions du champ

en Février

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Source : ddl : S. des carrés : Carré moyen : Test-F: Valeur P :
inter-individus 4 626 ,156 22 ,9228
Intra-individus 15 10,641 ,709

facteur répété 3 2,383 ,794 1,154 2673
résidus 12 8,259 ,688
Total 19 11,267
Fiabilité pour- toutes les séries : -3,536 Une seule série ;: -,242 ‘
ANOVA & un facteur avec mesures répétées
Groupe : Frégu. : Moy. : Dév.Std. : Erreur Std. :
MPEMBE S 6,1 ,78 ,349
MALOENDA S 6,248 ,648 ,29
MB27 S 5.6 ,854 382
MB38 S 5.41 ,68 304

ANOVA a un facteur avec mesures répétées

Comparaison : Diff. Moy. : PLSD de Fisher : F de Scheffé : _t de Dunnett :
MPEMBE vs. MALOENDA -, 148 1,143 ,027 282
MPEMBE vs. MB27 83 1,143 903 953
MPEMBE vs. MB38 ,69 1,143 576 1,315
MALOENDA vs. MB27 ,648 1,143 508 1,235
MALOENDA vs. MB38 838 1,143 85 1,597
MB27 vs. MB38 .19 1,143 ,044 362
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Annexe I : Analyse de variance sur les motennes des populations
de X. c. pv. manihotis présentes sur les feuilles des cultivars
Mpembé, Maloenda, MB 27 et MB 38 dans les conditions du champ

en Mars
ANOVA & un facteur avec mesures répétées
Source : ddl ; S.des carrés ;.  Carré moyen: Test-F : Valeur P ;
inter-individus 4 872 ,218 ,279 ,8867
Intra-individus 15 11,7 ,78
facteur répété 3 8,288 2,763 9,716 ,0016
résidus 12 3,412 ,284
Total 19 12,572
Fiabilitée pour- toutes les séries : -2,578 Une seule série : -,22
ANOVA a un facteur avec mesures répétées
Groupe ° Fréqu. : Moy. : Dév.Std. ¢ Erreur Std. :
MPEMBE 5 6,7 474 212
MALOENDA S 6,54 ,391 175
MB27 S S.1 552 ,247
MB38 S ' 5,74 ,623 279
ANOVA & un facteur avec mesures répétées
Comparaison : Diff. Moy. : PLSD de Fisher : F de Scheffé : t de Dunnett :
MPEMBE vs. MALOENDA ,16 ,735 ,07S ,474
MPEMBE vs. MB27 1,6 ,735* 7,503 * 4,744
MPEMBE vs. MB38 ,96 ,735* 2,701 2,847
MALOENDA vs. MB27 1,44 ,735* 6,077* 4,27
MALOENDA vs. MB38 ,B ,735* 1,876 2,372
MB27 vs. MB38 -,64 , 735 1,2 1,898

* Significatif 395%
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Annexe I : Analyse de variance sur les motennes des populations
de X. c. pv. manihotis présentes sur les feuilles des cultivars

Mpembé, Maloenda, MB 27 et MB 38 dans les conditions du champ
en Avril .

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Source : ddi: S.des carrés: Carré moyen: Test-F: Valeur P :
inter-individus 4 3,174 ,794 029 ,716
Intra-individus 15 22,486 1,499
facteur répété 3 17,72 5,907 14,873 ,0002
résidus 12 4,766 ,397

Total 19 25,66

Fiabilité pour- toutes les séries : —-,889 Une seule série : -,133

ANOVA & un facteur avec mesures répétees

Groupe : Fréqu. : Moy. : Dév.Std. : Erreur Std. :
MPEMBE S 7,3 ,704 315
MALOENDA S 7,62 ,427 191
MB27 S S5.29 .84 376
MB38 S 6,05 176 347

ANOVA a un facteur avec mesures répétées

Comparaison : Diff. Moy. : PLSD de Fisher : F de Scheffé :  t de Dunnett :
MPEMBE vs. MALOENDA =32 ,869 215 ,803
MPEMBE vs. MB27 2,01 ,869 % 8,477~ 5,043
MPEMBE vs. MB38 1,25 ,869 * 3,279 3.136
MALOENDA vs. MB27 2,33 ,869 * 11,391 % S.846
MALOENDA vs. MB38 1,57 869 * S, 172% 3,939
MB27 vs. MB38 -76 ,869 1,212 1,907

* Significatif a35%
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Annexe I : Analyse de variance sur les motennes des populations
de X. c. pv. manihotis présentes sur les feuilles des cultivars
Mpembé, Maloenda, MB 27 et MB 38 dans les conditions du champ

en Mai.
ANOVA & un facteur avec mesures répétées
Source : dd! : S.des carrés :  Carré moyen:. Test-F : Valeur P :
inter-individus 4 477 119 ,067 ,991
intra-individus 15 26,785 1,786
facteur répété 3 15,494 5,165 5,489 L0131
résidus 12 11,291 ,941
Total 19 27,262
Fiabilité pour- toutes les séries: -13,97 Une seule série : -,304
ANOVA a un facteur avec mesures répétées
Groupe : Fréqu. : Moy. : Dév.Std. : Erreur Std. :
MPEMBE S 7.1 ,765 ,342
MALOENDA S 6,9 ,935 ,418
MB27 S S.1 834 373
MB38 S 5,42 ,887 397
ANOVA a un facteur avec mesures répétées

Comparaison : Diff. Moy. : PLSD de Fisher : F de Scheffé : t de Dunnett :

MPEMBE vs. MALOENDA )2 1,337 ,035 326

MPEMBE vs. MB27 2 1,337 * 3,543 % 3.26

MPEMBE vs. MB38 1,68 1,337% 2,5 2.738

MALOENDA vs. MB27 1,8 1,337% 2,87 2,934

MALOENDA vs. MB38 1,48 1,337 1,94 2,412

MB27 vs. MB38 -,32 1,337 ,091 ,522

* Significatif a95%
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Annexe I : Analyse de variance sur les moyennes des populations
de X. c. pv. manihotis présentes sur les feuilles des cultivars
Mpembé, Maloenda, MB 27 et MB 38 dans les conditions du champ
en Juin .

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Source : ddl : S. des carrés : Carré moyen : Test-F : Valeur P :
inter-individus 4 2,097 , 524 1,432 ,2717
Intra-individus 15 5,493 ,366
facteur répété 3 2,442 , 814 3,201 ,0622
résidus 12 3,051 . 254
Total 19 7,589
Fiabilité pour- toutes les séries ,:302 Une seule série :,097

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Groupe Fréqu. Moy. : Dév.std. Erreur std.
"MPEMBE s 3,94 *, 805 36
MALOENDA S 4,64 , 559 , 25
MB27 5 3,76 ,378 . 169
MB38 5 3,84 ,428 ,191

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Comparaison : Diff. Moy. PLSD de Pisher F de Scheffé t de Dunnett
MPEMBE vs. MALOENDA | -.7 ", 695+ 1,606 2,195
MPEMBE vs. MB27 ,18 , 695 ,106 , 564
MPEMBE vs. MB38 /1 , 695 ,033 314
MALOENDA vs. MB27 ,88 , 695* 2,538 2,759
MALOENDA vs. MB38 .8 , 695* 2,098 2,509

MB27 vs. MB38 -,08 . 695 , 021 , 251

Significatif a95%
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Annexe II : Analyse de variance sur les moyennes des populations de X. c.
pv. manihotis présentes sur les feuilles du cultivars Mpembé (sensible),
MB 27, MB 38 et TMS 30555 (résistants) dans 1les conditions de
l'inoculation artificielle .TO : analyse aprés inoculation

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Source ; dd! : S. des carreés : Carré moyen ;. Test-F : Valeur P :
inter-individus 2 395 ,197 ,995 5716
Intra-individus 9 2,985 332

facteur répété 3 ,847 , 282 , 792 5413
résidus 6 2,138 356

Total 11 3,38

Fiabilité pour- toutes les séries . -,679 Une seule série ; -, 113

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Groupe : Fréqu.: Moy . Dév.Std. : Erreur Std. :

MPEMBE 3 4,133 351 ,203

MB27 3 4,5 656 379

MB38 3 3.8 1) ,289

30555 3 4,367 681 393

ANOVA & un facteur avec mesures répétées *

Comparaison : Diff. Moy. : PCSD de Fisher : F de Scheffé . t de Dunnett :
MPEMBE vs. MB27 -,367 1,193 ,189 ,752
MPEMBE vs. MB38 333 1,193 ,156 ,684
MPEMBE vs. 30555 -,233 1,193 ,076 479

MB27 vs. MB38 7 1,193 687 1,436

MB27 vs. 30555 , 133 1,193 ,025 274

MB38 vs. 30555 -,567 1,193 ,451 1,163




Annexe -II :

MB 27,

.T1

-1

(résistants)
: analyse 1 jour aprés inoculation

59 -

dans

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

les

Analyse de variance sur les moyennes des populations de X.
pPv. manihotis présentes sur les feuilles du cultivars Mpembé (serisible),
MB 38 et TMS 30555
l1'inoculation artificielle

conditions

Source . dd! : S. des carrés . Carré moyen : Test-F : Vaieur P ;
inter-individus 2 1,545 772 2,078 L1811
Intra-individus 9 3,345 , 372

facteur répeté 3 1,417 ,472 1,469 3143
résidus 6 1,828 321

Total 1A 4,89

Fiabilité pour- toutes les séries . ,519 Une seule série : 212
ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Grbu‘@: Fréqu.: Moy . : Dév.Std. : Erreur Std. :
MPEMBE 3 3.4 265 153
MB27 3 4,2 721 416
MB38 3 3,633 ,839 ,484
30555 3 4,167 ,666 ,384

ANOVA @& un facteur avec mesures répétées

Comparaison : Diff. Moy, : PLSD de Fisher : F de Scheffé :  t de Dunnett :
MPEMBE vs. MB27 -8 1,133 ,996 1,728
MPEMBE vs. MB38 -233 1,133 085 504
MPEMBE vs. 30555 -,767 1,133 ,914 1,656
MB27 vs. MB38 567 1,133 5 1,224
MB27 vs. 30555 033 1,133 ,002 072
MB38 vs. 30555 -933 1,133 443 1,152

cC.

de
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Annexe II : Analyse de variance sur les moyennes des populations de X. c.
pv. manihotis présentes sur les feuilles du cultivars Mpembé (sensible),
MB 27, MB 38 et TMS 30555 (résistants) dans 1les conditions de
l'inoculation artificielle .T4 analyse 4 jours apres inoculation

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Source ddl : S. des carrés . Carré moyen: Test-F ; Valeur P :
inter-individus 2 1,186 ,593 3,525 074
Intra-individus 9 1,514 ,168

facteur répété 3 662 , 221 1,555 , 295
résidus 6 ,852 ,142
Total 11 2,701
Fiabilité pour- toutes les séries: ,716 Une seule série : ,387
ANOVA & un facteur avec mesures répétées
Groupe : Fréqu. : Moy. : Dév.Std. : Erreur Std. :
MPEMBE 3 4,75 ,45 ,26
MB27 3 4,5 557 321
MB38 3 4,267 ,091 318
30555 3 4,133 ,451 ,26

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Comparaison : Diff. Moy. : PLSD de Fisher : F de Scheffé : t de Dunnett :
MPEMBE vs. MB27 25 793 22 812
MPEMBE vs. MB38 ,483 753 822 1,571
MPEMBE vs. 30555 617 753 - |1.339 2,004
MB27 vs. MB38 233 753 192 758
MB27 vs. 30555 367 , 753 473 1,192
MB38 vs. 30555 133 753 ,063 433
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Annexe II : Analyse de variance sur les moyennes des populations de X. c.
pv. manihotis présentes sur les feuilles du cultivars Mpembé (sensible),
MB 27, MB 38 et TMS 30555 (résistants) dans les conditions d¢
l'inoculation artificielle .T6 : analyse 6 jours aprés inoculation

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Source : dd! . S.des carrés ;.  Carré moyen: Test-F: Valeur P :
inter-individus 2 ,082 ,041 ,086 ,918
Intra-individus 9 4,255 473
facteur répété 3 2,543 ,848 2,972 ,1188
résidus 6 1,712 , 285

Total 11 4,337

Fiabilité pour- toutes lesséries : -10,58 Une seule série : -,296

ANOVA a un facteur avec mesures répétées

Groupe : Fréqu. : Moy. ¢ Dév.Std. : Erreur Std. :
MPEMBE 3 5.8 7 ,404
MB27 3 5,133 252 ,145
MB38 3 5.4 529 ,306
30 555 3 4,533 252 ’ 145

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Comparaison : Diff Moy . : PLSD de Fisher : F de Scheffé : t de Dunnett :
MPEMBE vs. MB27 667 1,067 779 1,529
MPEMBE vs. MB38 4 1,067 ' 28 917
MPEMBE vs. 30 555 1,267 1,067% 2,812 2,905
MB27 vs. MB38 -,267 1,067 125 BH11
MB27 vs. 30 555 6 1,067 ,631 1,376
MB38 vs. 30 555 867 1,067 -] 1,316 1,987

* Significatif a95%
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Annexe II : Analyse de variance sur les moyennes des populations de X. c.

pv. manihotis présentes sur les feuilles du cultivars Mpembé
MB 38 et TMS 30555
l'inoculation artificielle

MB 27,

.T8

(résistants)

dans

les

conditions

analyse 8 jours apres inoculation

ANOVA a un facteur avec mesures répétées

Source : ddl ; S.des carrés :  Carré moyen: Test-F : Valeur P :
inter-individus 2 1,053 526 , 7187 4841
Intra-individus 9 6,019 ,669
facteur répété 3 5,461 1,82 19,546 ,0017
résidus 6 ,559 ,093
Total 11 7,072
Fiabilité pour- toutes les séries : -,27 Une seule série ; -,056
ANOVA & un facteur avec mesures répétées
Groupe : Fréqu. : Moy. : Dév.Std. : Erreur Sltd. :
MPEMBE 3 6,433 , 306 ,176
MB27 3 5.9 ,436 ,252
MB38 3 6,1 ,265 ,193
30555 3 4,65 ,673 ,388

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

PLSD de Fisher : F de Scheffé :

Comparaison Diff. Moy. : t de Dunnett :
MPEMBE vs. MB27 533 61 1,927 2,14
MPEMBE vs. MB38B 333 61 997 1,338
MPEMBE vs. 30555 1,783 61 17,075+ 7,157
MB27 vs. MB38B -2 ,61 215 ,803
MB27 vs. 30555 1,25 b1x _ | 8,389+ 5,017
MB3B vs. 30555 1,45 H1* 11,289~ S.819

" Significatif 495%

(sensible),

de
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Annexe II : Analyse de variance sur les moyennes des populations de X. c
pv. manihotis présentes sur les feuilles du cultivars Mpembé (sensible)
MB 27, MB 38 et TMS 30555 (résistants) dans les conditions de
1'inoculation artificielle .T12 : analyse 12 jours apres inoculation

ANOVA @ un facteur avec mesures répétées

Source : ddl . S.des carrés :  Carré moyen: Test-F: Valeur P :
inter-individus 2 ,487 ,243 , 235 ,7955
Iintra-individus 9 9,33 1,037

facteur répété 3 8,563 2,854 22,339 ,0012
résidus ) , 767 ,128

Total 1 9,817

Fiabilité pour- toutes les séries : 3,26 Une seule série : -,237

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Groupe : Fréqu. : Moy. : Dév.Std. : Erreur Std. :
MPEMBE 3 6,7 RS ,289
MB27 3 6.2 265 153
MB38 3 5,933 252 145
30555 3 4,433 ,493 ,285

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Comparaison ; Diff. Moy. : PLSD de Fisher : F de Scheffé : t de Dunnett .
MPEMBE vs. MB27 ) 714 978 1,713
MPEMBE vs. MB38 767 714+ 2,3 2,627
MPEMBE vs. 30555 2,267 714+ 20,104+ 7,766
MB27 vs. MB38 267 714 278 914
MB27 vs. 30555 1,767 714+ ! 12,213% 6,053
MB38 vs. 30555 1,5 714~ 8,804+ 5,139

* Significatif a95%
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.T16

(résistants)
analyse 16 jours apreés inoculation

dans

les

ANOVA a un facteur avec mesures répétées

conditions

Source : ddl : S.des carrés :  Carré moyen: Test-F: Valeur P :
inter-individus 2 287 ,143 ,145 8673
Intra-individus 9 8,92 ,891

facteur répété 3 7,18 2,393 8,253 ,015
résidus 6 1,74 ,29
Total 1 9,207
Fiabilité pour- toutes les séries : -5,915 Une seule série . -,272
ANOVA a un facteur avec mesures répétées
Groupe : Fréqu. : Moy. : Dév.Std. : Erreur Std.:

MPEMBE 3 6,3 173 1

MB27 3 5,9 ,854 ,493

MB38 3 5.8 4 231

30555 3 4,267 ,306 176

ANOVA a un facteur avec mesures répétées

Comparaison : Diff. Moy. : PLSD de Fisher : F de Scheffé .t de Dunnett :
MPEMBE vs. MB27 4 1,076 276 91

MPEMBE vs. MB38 ) 1,076 ,431 1,137
MPEMBE vs. 30555 2,033 1,076 7.128* 4,624

MB27 vs. MB38 )1 1,076 017 227

MB27 vs. 30555 1,633 1,076 4,6 3,715

MB38 vs. 30555 1,533 1,076% 4,054 3,487

* Significatif a 95%

Analyse de variance sur les moyennes des populations de X. c.
(sensible),

de
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Annexe II : Analyse de variance sur les moyennes des populations de X. ¢
pv. manihotis présentes sur les feuilles du cultivars Mpembé& (sensible)
MB 27, MB 38 et TMS 30555 (résistants) dans 1les conditions d
l'inoculation artificielle .T20 : analyse 20 jours apreés inoculation

ANOVA a un facteur avec mesures répétées

Source | dd) S. des carreés : Carré moyen: Test-F: Valeur P ;
inter-individus 2 545 272 ,164 ,BS 14
Intra-individus 9 14,977 1,664
facteur répété 3 13,889 4,63 25,524 ,0008
résidus 6 1,088 181

Total 11 15,522

Fiabilité pour- toutes les séries : =5,107 Une seule série : -,264

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Groupe : Fréqu.: Moy : Dév.Std. : Erreyr Std
MPEMBE 3 6.8 ,608 351
MB27 3 5.6 4 231
MB38 3 6,033 ,252 ,145
30555 3 3,867 473 273

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Comparaison : Diff. Moy . ; PLSD de Fisher : F de Scheffé : t de Dunnett :
MPEMBE vs. MB27 1,2 851+ 3,969 3,451
MPEMBE vs. MB38 767 ,851 1,62 2,205
MPEMBE vs. 30555 2,933 ,Bo1* 23,718* 8,435
MB27 vs. MB38 -,433 851 518 1,246
MB27 vs. 30555 1,733 BS1* 8.282 * 4,985
MB38 vs. 30555 2,167 B851* 112,94+ 6,231

= Significatif 89574
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Annexe II : Analyse de variance sur les moyennes des populations de X. c.
pv. manihotis présentes sur les feuilles du cultivars Mpembé (sensible),
MB 27, MB 38 et TMS 30555 (résistants) dans les conditions de
1’inoculation artificielle .T24 : analyse 24 jours apres inoculation

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Source : ddl : S. des carrés : Carré moyen : Test-f : Valeur P :
inter-individus 2 162 ,081 ,05 ,9519
Intra-individus 9 14,688 1,632
facteur répéteé 3 13,163 4,388 17,262 ,0024
résidus 6 1,525 ,254

Total 11 14,849

Fiabilité pour- toutes les séries : -19,19 Une seule série ; -,312

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Groupe : Fréqu. : Moy. : Dév.Std. : Erreur Std. :
MPEMBE 3 6,533 H11 353
MB27 3 5,3 361 ,208
MB38 3 5.4 R<) ,289
30555 3 3.6 '3 173

ANOVA a un facteur avec mesures répétées

Comparaison : Diff. Moy. : PLSD de Fisher : F de Scheffé : t de Dunnett .
MPEMBE vs. MB27 1,233 1,007* 2,992 2,996
MPEMBE vs. MB38 1,133 1,007+ 2,527 2,753
MPEMBE vs. 30555 2,933 1,007+ 16,927 * 7,126
MB27 vs. MB38 -1 1,007 02 243
MB27 vs. 30555 1.7 1,007* 5,685* 4,13
MB38 vs. 30555 1,8 1,007* 6,374+ 4,373

* Significatif 295%
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Analyse de variance sur les moyennes des populations de X.
pv. manihotis présentes sur les feuilles du cultivars Mpembé
les

et TMS 30555 (résistants) dans

l'inoculation artificielle

.T28

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

c.
(sensible),
conditions de

analyse 28 jours apreés inoculation

Source : ddl: S.des carrés: Carré moyen: Test-F . Valeur P :
inter-individus 2 ,962 ,481 ,285 , 7584
Intra-individus 9 15,175 1,686

facteur répété 3 14,83 4,943 85,871 0001
résidus 6 345 ,058
Total 11 16,137
Fiabilité pour- toutes les séries : -2,507 Une seule série : -,218
Note ; 1 cas supprimé avec val. manquantes.
ANOVA & un facteur avec mesures répétées
Groupe : Fréqu. . Moy, : Dév Std. Erreur Std. :

MPEMBE 3 6,433 404 233

MB27 3 5,733 208 12

MB38 3 5,633 379 219

30555 3 3,467 951 318

ANOVA & un facteur avec mesures répétées ‘

Comparajson : Diff Moy. : PLSD de Fisher : F de Scheffé :  t de Dunnett :
MPEMBE vs. MB27 7 479 % 4,261 3,575
MPEMBE vs. MB38 .8 479 % 5,565* 4,086
MPEMBE vs. 30555 2,967 479 = 76,531 15,152
MB27 vs. MB38 1 479 087 911
MB27 vs. 30555 2,267 479 = i 44,676* 11,577
MB38 vs. 30555 2,167 479 % 40,821 11,066

* Significatif 39574
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Annexe III : Analyse de variance sur les moyennes des populations de X.
c. pv. manihotis présentes dans les tissus les feuilles du cultivars
Mpembé (sensible), MB 27, MB 38 et TMS 30555 (résistants) dans les
conditions d'une inoculation artificielle .T4 : analyse 4 jours apreés
inoculation ..

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Source : ddi : S.des carrés:  Carré moyen: Test-F . Valeur P :
inter-individus 2 04 27 1,146 , 3602
Intra-individus 9 2,12 , 236
facteur répété 3 1,127 , 376 2,268 ,1808
résidus 6 ,993 ,166

Total 11 2,66

Fiabilité pour- toutes les séries : ,128 Une seule série ; ,035

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Groupe : Fréqu. : Moy. : Dév.Std. : Erreur Std. :
MPEMBEA4 3 3,2 6 346
MB27 4 3 2,367 1252 ,145
MB38 4 3 2,633 252 ,145
30 555 4 3 2,6 529 306

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Comparaison : Diff. Moy. : PLSD de Fisher : F de Scheffé :  t de Dunnett :
MPEMBEA4 vs. MB27 4 833 813+ 2,097 2,508
MPEMBE4 vs. MB38 4 567 813 .97 1,706
MPEMBE4 vs. 30 555 4 ,6 813 1,087 1,806
MB27 4 vs. MB38 4 -,267 813 215 803
MB27 4vs. 30555 4 -,233 813 ,164 ,702
MB38 4 vs. 30 555 4 ,033 813 B ,003 )1

* Significatif a95%
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Annexe III : Analyse de variance sur les moyennes des populations de X.
c. pv. manihotis présentes dans les tissus les feuilles du cultivars
Mpembé (sensible), MB 27, MB 38 et TMS 30555 (résistants) dans les
conditions d'une inoculation artificielle .T5 : analyse 5 -jours aprec

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Source : dd! : S.des carrés :  Carré moyen: Test-F : Valeur P :
inter-individus 2 214 ,107 374 ,6984
Intra-individus 9 2,574 , 286

facteur répété 3 2,214 , 738 12,315 ,0056
residus 6 ,36 ,06

Total 11 2,788

Fiabilité pour- toutes les séries : -1,676 Une seule série : -,186

Note : 1 cas supprimé avec val. manquantes.

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Groupe : Fréqu. : Moy. : Dév.Std. : Erreur Std. :
MP4 3 4,3 .2 15

MB27 4 3 3,3 | ,058

MB38 4 3 3,217 301 174
30555 4 3 3,483 382 22

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Comparaison : Diff. Moy. : PLSD de Fisher : F de Scheffé : t de Dunnett :
MP4 vs. MB27 4 1 ,489 % 8,343+ 5,003

MP4 vs. MB38 4 1,083 489 * 9,791+ 5.42
MP4vs. 30555 4 817 ,489* 5,564* 4,086

MB27 4vs. MB38 4 ,083 ,489 - |.,058 417

MB27 4 vs. 30555 4 -,183 ,489 .28 917

MB38 4 vs. 30555 4 -,267 ,489 593 1,334

* Significatif a95%
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Annexe III : Analyse de variance sur les moyennes des populations de X.
C. pv. manihotlis présentes dans les tissus les feuilles du cultivars
Mpembé (sensible), MB 27, MB 38 et TMS 30555 (résistants) dans les
conditions d'une inoculation artificielle .T6 : analyse 6 Jjours apreés
inoculation

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Source : ddl : S.des carrés : Carré moyen: Test-F : Valeur P :
inter-individus 2 ,162 ,081 , 295 , 79515
Intra-individus 9 2,469 ,274

facteur répété 3 2,072 ,691 10,443 ,0085
résidus 6 ,397 ,066
Total 11 2,63
Fiabilité pour- toutes les séries : -2,39 Une seule série ; -,214
ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Groupe : Fréqu. : Moy. : Dév.Std. : Erreur Std. :

MP T6 3 5.4 265 , 153

MB27T6 3 4,683 161 ,093

MB38T6 3 4,483 34 , 196

3055576 3 4,307 26 15

ANOVA a un facteur avec mesures répétées .

Comparaison : Diff. Moy. : PLSD de Fisher : F de Scheffé : t de Dunnett :
MP T6 vs. MB27T6 717 514+ 3,883 3,413

MP T6 vs. MB38T6 917 514+ 6,353* 4,366

MP T6 vs. 3055576 1,093 514+ 9,038* 5,207
MB27T6 vs. MB38T6 2 ,514 , 302 953
MB27T6 vs. 30555T6 377 ,514 1,073 1,794
MB3BT6 vs. 3055576 177 514 ] 236 ,841

* Significatif 895%
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Annexe. III : Analyse de variance sur les moyennes des populations de X.
¢c. pv. manihotis présentes dans les tissus les feuilles du cultivars
Mpembé (sensible), MB 27, MB 38 et TMS 30555 (résistants) dans les
conditions d'une inoculation artificielle .T8 : analyse 8 jours apres
inoculation

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Source : ddl S. des carrés : Carré moyen :  Test-f : Valeur P ;
inter-individus 2 ,728 ,364 ,803 , 4392
Intra-individus 9 3,63 ,403
facteur repété 3 3,399 1,133 29,5 ,0005
résidus 6 23 ,038

Total 11 4,358

Fiabilité pour- touteslesséries : -, 108 Une seule série : ~,025

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Groupe : Frégu.: Moy. : Dév.Std. : Erreur Std. :
MPT8B 3 6,65 397 229
MB2778 3 5,283 301 ,174
MB38T8 3 5,783 325 ,188
3055578 3 5,42 354 ,204

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Comparaison_: Diff. Moy. ; PLSD de Fisher : F de Scheffé : t de Dunnett :
MPT8 vs. MB27T8 1,367 392% 24,313* 8,54

MPT8 vs. MB38T8 ,867 392% 9,777 * 5,416

MPT8 vs. 3055578 1,23 392 % 19,694* 7,686
MB27T8 vs. MB3B8T8 -5 392 3,254 3,125
MB27T8 vs. 3055578 - 137 392 - 243 854
MB38T8 vs. 3055578 363 392 1,718 2,271

* Significatif a9S %
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Annexe III : Analyse de variance sur les moyennes des populations de X.
c. pv. manihotis présentes dans les tissus les feuilles du cultivars
Mpembé (sensible), MB 27, MB 38 et TMS 30555 (résistants) dans les
conditions d'une inoculation artificielle .T10 : analyse 10 jours aprés
inoculation

ANOVA a un facleur avec mesures répétées

Source : ddl : S.des carrés :  Carré moyen: Test-F : Valeur P :
inter-individus 2 ,442 221 222 ,8052
Intra-individus 9 8,967 996

facteur répété 3 8,587 2,862 45,13 0002
résidus 6 381 ,063
Total 11 9,41
Fiabilité pour- toutes les séries : -3,504 Une seule série . -,241
ANOVA a un facteur avec mesures répétées
Groupe : Fréqu. : Moy . : Dév.Std. : Erreur Sid. :

MPT10 3 7,45 477 275

MB27T10 3 5,59 165 ,095

MB38T 10 3 6,083 176 101

30555T10 3 5,217 355 ,205

ANOVA & un facteur avec mesures répétées .

Comparaison : Diff. Moy. : PLSD de Fisher : F de Scheffé : t de Dunnett :
MPT10 vs. MB27T10 1,86 ,S503* 27,274* 9,046
MPT10 vs. MB38T10 1,367 ,503* 14,725+ 6,646
MPT10 vs. 30555710 2,233 ,S503* 39,322 10,861
MB27T10 vs. MB38T10 -,493 503 1,919 2,399
MB27T10 vs. 30555T10 373 503 1,099 1,816
MB3BT10 vs. 30555710 | .867 ,503* ) 5,922+ 4,215

STgmifieatia85h
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Annexe IIXI : Analyse de variance sur les moyennes des populations de X.
c. pv. manihotis présentes dans les tissus les feuilles du cultivars
Mpembé (sensible), MB 27, MB 38 et TMS 30555 (résistants) dans les
conditions d'une inoculation artificielle .T12 : analyse 12 jours apres
inoculation

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Source : ddl: S.des carrés: Carrémoyen: Testi-F: Valeur P :
inter-individus 2 ,08 ,04 ,033 , 9679
intra-individus 9 11,047 1,227
facteur répété 3 10,756 3,585 73,858 ,0001
résidus 6 291 ,049

Total 1 11,127

Fiabilité pour- toutes les séries : -29,53 Une seule série : -,319

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Groupe : Frégu.: Moy. © Dév.Std. : Erreur Std. :
MPT12 3 7.7 265 ,153
MB27T12 3 5,95 .18 104
MB38T 12 3 6.45 18 ,104
30555T12 3 5,083 225 A3

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Comparaison : Diff . Moy. : PLSD de Fisher : F de Scheffé : t de Dunnett : y
MP T12 vs. MB27T12 1,75 44+ 31,545 9,728

MP T12 vs. MB38T12 1,25 44 16,094+ 6,949

MP T12 vs. 30555712 2,617 44 70,526* 14,546
MB27T12 vs. MB38T 12 -0 44 = 2,575 2,779

MB27T12 vs. 30555712 |.B67 44 % 7,737* 4,818

MB3BT 12 vs. 30555712 |1.367 44 19,239+ 7,597

* Significatif 495%
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Annexe III : Analyse de variance sur les moyennes des populations de X.
c. pv. manihotis présentes dans les tissus les feuilles du cultivars
Mpembé (sensible), MB 27, MB 38 et TMS 30555 (résistants) dans les
conditions d'une incoculation artificielle .T14 : analyse 14 Jjours apres
inoculation

ANOVA a un facteur avec mesures répétées

Source : ddl : S.des carrés :  Carré moyen: Test-F : Valeur P :
inter-individus 2 ,186 ,093 ,062 .94
Intra-individus 9 13,458 1,495

facteur répété 3 12,603 4,201 29,497 ,0005
résidus 6 ,B55 , 142

Total 11 13,644

Fiabilité pour- toutes les séries : -15,05 Une seule série ; -,306

ANOVA a un facteur avec mesures répétées

Groupe : Fréqu. : Moy . : Dév.Std. . Erreur Std. :
MPT14 3 7.6 ,2 115
MB27T7 14 3 5,783 325 ,188
MB38T4 3 6,49 , 201 116
30555714 3 4,79 578 334

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Comparaison : Diff. Moy. : PLSD de Fisher : F de Scheffé :  t de Dunnett :
MPT14vs. MB27T 14 1,817 ,754* 11,586 % 5,896
MPT14 vs. MB38T4 1,11 754+ 4,325 3,602
MPT14 vs. 305557 14 2,81 754 27,72+ 9,119
MB27T 14 vs. MB38T4 -,707 754 1,753 2,293
MB27T14 vs. 30555T 14 ,993 754+ 3,464 3,224
MB38T4 vs. 30555714 1,7 ,754* - 10,146 % 5,517

* Significatif a95%
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Annexe III : Analyse de variance sur les moyennes des populations de X.
c. pv. manihotis présentes dans les tissus les feuilles du cultivars

Mpembé (sensible), MB 27, MB 38 et TMS 30555 (résistants) dans les
conditions d'une inoculation artificielle .T16 analyse 16 jours apreés
inoculation
ANOVA & un facteur avec mesures répétées
Source : ddi S.des carrés :  Carré moyen: Test~F : Valeur P :
inter~individus 2 ,149 ,074 ,048 ,9536
intra-individus 9 13,984 1,554
facteur répété 3 13,527 4,508 59,213 L0001
résidus 6 , 457 ,076
Total 11 14,132
Fiabilité pour- toutes lesséries ; -19,92 Une seule série : -,312
ANOVA & un facteur avec mesures répétées
Groupe Fréqu. Moy. : Dév.Std. : Erreur Std. :
MPT16 3 7,567 306 176
MB27T16 3 6,017 176 ,101
MB38T16 3 6,33 27 ,156
30555T16 3 4,583 ,325 ,188
ANOVA a un facteur avec mesures répétées .
Comparaison : Diff. Moy : PLSD de Fisher : F de Scheffé : t de Dunnett :
MPT16 vs. MB27T 16 1,55 o051 % 15,775*% 6,879
MPT16 vs, MB38T 16 1,237 o551 * 10,042+ 5,488
MPT16 vs. 30555T 16 2,983 951 * 58,441 * 13,241
MB27T16 vs. MB3BT 16 -313 551 ,645 1,391
MB27T 16 vs. 30555T16 | 1,433 551 % ) 13,49 % 6,362
MB3BT16 vs. 30555T16 | 1,747 , 001 * 20,033 7,752

* Significatif 395%
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Annexe III : Analyse de variance sur les moyennes des populations de X.
c. pv. manihotlis présentes dans les tissus les feuilles du cultivars
Mpembé (sensible), MB 27, MB 38 et TMS 30555 (résistants) dans les
conditions d'une inoculation artificielle .T18 : analyse 18 jours apres
inoculation

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Source ddi . S. des carrés ; Carré moyen : Test-F : Valeur P :
inter-individus 2 294 147 075 G525
Intra-individus 9 17,67 1,963
facteur répété 3 17,258 5,753 83,678 ,0001
résidus 6 412 ,069

Total 11 17,964

Fiabilité pour- toutes les séries : ~12,37 Une seule série ;: -,301

ANOVA a un facteur avec mesures répetées

Groupe : Frégqu. : Moy : Dév.Std. : Erreur Std. :
MPT18 3 7.5 ] 173
MB27T18 3 5,733 252 ,145
MB3BT 18 3 6,417 301 174
30555718 3 4,193 33 191

ANOVA a un facteur avec mesures répétées

Comparaison : Diff. Moy : PLSD de Fisher : F de Scheffé : t de Dunnett :
MPT18 vs. MB27T18 1,767 524+ 22,7* 8,252
MPT18 vs. MB38T18 1,083 524 % 8,536* 5,06
MPT18 vs. 30555T 18 3,307 524+ 79,524~ 15,446
MB27T18 vs. MB38T 18 -,683 524+ 3,396 3,192
MB27T18 vs. 30555718 1,54 024 17,249% 7.193
MB3B8T 18 vs. 30555718 |2,223 524% - 35,952+ 10,385

* Significatif 295%
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Annexe IIIX
C. pv. manihotis présentes dans les tissus
Mpembé (sensible), MB 27, MB 38 et TMS 30555
conditions d'une inoculation artificielle .T20
inoculation

ANOVA & un facteur avec mesures répétées

Analyse de variance sur les moyennes des populations de X.
les feuilles du cultivars
(résistants)
analyse 20 jours apres

dans les

Source : ddl . S. des carrés : Carré moyen : Test-F : Valeur P :
inter-individus 2 ,196 ,098 ,051 ,951
Intra-individus g 17,484 1,943

facteur répéte 3 16,676 5,559 41,238 0002
résidus 6 ,809 ,135
Total 11 17,681
Fiabilité pour- toutes les séries : -18,8 Une seule série : =311
ANOVA & un facteur avec mesures répétées
Groupe : Fréqu. : Moy. : Dév.Std. : Erreur Std. :
MPT20 3 7,4 ,458 , 265
MB27720 3 5,717 ,247 , 142
MB38T20 3 6,217 399 , 205
30555720 3 4,117 325 ,188

ANOVA a un facteur avec mesures répétées

Comparaison : Diff. Moy . : PLSD de Fisher : F de Scheffé : t de Dunnett :
MPT20 vs. MB27T20 1,683 ,734* ) 10,511% 5,615
MPT20 vs. MB38T20 1,183 134% 5,194+ 3,947
MPT20 vs. 30555T20 3,283 734% 39,989+ 10,953
MB277T20 vs. MB38T20 ) 734 927 1,668
MB27T20 vs. 30555720 1.6 734+ 9,496 % 5,337
MB38T20 vs. 30555720 | 2.1 734+ 16,359 7,005

* Significatif @35%
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A T'échelle du continent africain, la bactériose du manioc (Manihot esculenta CRANTZ)
depuis sa détection au Nigeria en 1972, cette maladie bactérienne s’est caractérisée par une
extension rapide si bien, qu’en moins de dix ans, elle est devenue endémique dans les principales
zones de culture du manioc . Actuellement, si on peut admettre que partout ou une plante hote
peut pousser, la maladie elle méme peut se manifester, il reste que la bactériose vasculaire est
remarquable, par les grandes variations de sa gravité dans le temps et dans 1’espace .

Malgré, une présence ancienne de la bactériose vasculaire du manioc en Amérique du Sud
(1912), les connaissances acquises sur cette maladie, lors son apparition sur le continent africain
dans les années 1970, étaient limitées et ne permettaient pas d’envisager une stratégie de lutte
rationnelle .

Pour améliorer les connaissances sur le cycle biologique de X. c¢. pv. manihotis sur
manioc, nous avons axé nos recherches sur I’étude de la phase épiphylle de X. c. pv. manihotis
en relation avec le cycle cultural de la plante, le niveau de résistance de 1’hote et ’incidence de la
maladie .

Notre €étude montre que X. c. pv. manihotis fait partie du groupe de bactéries
phytopathogenes adaptées a la vie sur les organes aériens des plantes et qui comprend la plupart
des pathovars de Pseudomonas syringae et probablement ceux du groupe Xanthomonas
campestris . L’apparition et le maintien de la phase épiphylle de X. ¢. pv. manihotis dépend
essentiellement de la présence des populations endophytes dans les tissus de 1’hdte . La
conservation de la bactérie dans les tissus associé au phénomene de latence qui est observé dans
I’expression des symptdmes est capitale pour le bon déroulement du cycle de la maladie .

La présence de la bactérie dans le systtme vasculaire de I’hote associée a sa capacité de
multiplication €piphylle permet :

- d’expliquer le maintien du parasite dans une plantation d’une saison des pluies a
une autre,

- d’expliquer le caractére endémique de la maladie dans une zone

- d’interpréter son apparition brutale dans une région ou la maladie est absente,
par I’introduction de boutures contaminées .

Le cycle biologique de X. c. pv. manihotis se caractérise par I’alternance de deux

phases:



- une phase parasitaire en saison des pluies :
. production de I’inoculum primaire a partir des populations endophytes présentes
dans les tissus de 1’hote ;
. multiplication épiphylle de la bactérie sur les organes aériens conduisant a la
formation de I’inoculum nécessaire au déclenchement du processus infectieux ;
. pénétration et multiplication du parasite dans les tissus de 1’hote ;
. dissémination de la bactérie et contamination de nouveaux organes .
- une phase de survie en saison seche :
. arrét du processus infectieux
. maintien du parasite dans les tissus de 1’hote (tiges), les débris végétaux, et sous

forme de populations épiphylles sur les feuilles .

La résistance de I’hodte peut interférer avec la vie épiphyte de X. c. pv. manihotis en
limitant le niveau des populations au niveau des feuilles . En effet, la résistance du manioc a la
bactériose vasculaire peut s’exprimer soit au niveau de la colonisation épiphylle des feuilles et au
niveau de la multiplication interne du parasite (cultivar résistant TMS 30 555), soit uniquement
au niveau de la limitation de la multiplication de la bactérie dans les tissus (cultivars tolérants: MB
27 et MB 38) . Ces résultats viennent, pour une part, en appui de ceux obtenus pour d’autres
modeles dans lesquels la résistance de 1’hdte se traduit par une limitation du niveau des
populations présentes sur le phylloplan .

Le fait que 1’on détecte chez les cultivars tolérants et résistants, une quantité relativement
importante de bactéries dans les tissus suggere que d’autres mécanismes doivent intervenir au
niveau de la résistance de ’hote, comme le seuil d’inoculum nécessaire a 1’apparition des 1ésions
foliaires (sensibilité des tissus), la durée de réceptivité des blessures, le ralentissement ou le
blocage de la migration systeémique du parasite dans le systéme vasculaire de la plante . Sur cette
base, la résistance du manioc a la bactériose vasculaire pourrait combiner une réduction des
populations €piphytes de pathogéne (inoculum potentiel réduit), une limitation de la
multiplication de la bactérie dans les tissus foliaires (multiplication réduite), des concentrations
d’inoculum plus élevé pour le déclenchement des l€sions (efficience de I’infection réduite), une
limitation de la colonisation du syst¢me vasculaire (colonisation réduite) .

L’étude des mécanismes de résistance du manioc a la bactériose demanderait 3 étre



approfondie en tenant compte de la variabilité du pathogene, de la variation de sensibilité de
1’hote et en maitrisant mieux sa génétique .

Les acquis dans ce domaine permettraient d’améliorer les connaissances sur
I’interaction plante-bactérie et d’adapter les schémas de sélection pour la résistance a la
bactériose.

De nombreuses travaux font référence a la présence d’especes bactériennes
phytopathogenes (Erwiniaspp., Pseudomonas spp., Xanthomonas spp.), sur le phylloplan des
plantes cultivées . Cependant, la relation entre le niveau des populations €piphylles et la
probabilité du déclenchement des maladies qu’elle provoquent reste souvent indéterminée..

Dans le cas de la bactériose du manioc, le constat que les bactéries sont distribuées au
niveau des feuilles selon une loi “lognormale” nous permet de montrer que la mesure du niveau
des populations épiphylles de X. c. pv. manihotis au niveau de feuilles individuelles est un
meilleur critére pour la prévision de I’incidence que la population moyenne évaluée sur plusieurs

feuilles . Ainsi, dans le cas du cultivar sensible Mpembé, 1’étude de la liaison entre la fréquence
des feuilles portant une population supérieure ou égale a 10* UFE.C. par feuille et I’incidence de

la maladie (pourcentage de feuille avec des symptomes) nous montre qu’une relation existe entre
ces deux parametres, qu’elle est positive mais pas constante . La corrélation est significative en
saison des pluies, au début du cycle cultural du manioc mais ne I’est plus lorsque les conditions
environnementales deviennent défavorables a 1’expression de la maladie (installation de la saison
seche) . La détermination du niveau des populations épiphylles au niveau de la feuille nous a
permis d’établir une relation positive entre la quantité de bactéries présentes sur les feuilles et
I’incidence de la maladie .

Pour la période ou la corrélation est bonne, cela ne signifie pas que le niveau de la

population épiphylle soit le seul facteur qui détermine 1’incidence de la bactériose vasculaire et
que le niveau de 104 UF.C. par feuille constitue un seuil d’infection constant au cours du cycle

cultural . En effet, la présence, a un niveau élevé, des populations bactériennes au niveau des
feuilles (Mai-mi Juin), alors que I’'incidence de la maladie est voisine de zéro le montre et semble
indiquer que la phase infectieuse du parasite dans les tissus est beaucoup plus dépendante des
conditions environnementales en relation avec la variation de sensibilité¢ de I’hdte que la phase

épiphylle . Le fait qu’un plant sensible peut rester sans symptdmes tout en supportant des



populations épiphylles a un niveau relativement €levé et que la probabilité d’infection par une
seule bactérie virulente est trés largement inférieur & 1 pour de nombreuses interactions plante -
bactérie peut étre la conséquence que I’expression du ou des génes liés au pouvoir pathogéne de
X. c. pv. manihotis est un événement rare ou que sur le plan du pouvoir pathogene (virulence et
agressivité) la structure génétique des populations épiphylles est telle que la proportion de
bactéries pathogenes est faible .

Le cycle cultural du manioc étant relativement long (8 a 18 mois), 1’utilisation du seul
critere “fréquence des feuilles avec un taux d’inoculum donné” pour prévoir ’incidence de la
maladie est limité par 1’interaction des facteurs environnementaux sur le niveau des populations
épiphylles, sur le développement du parasite dans les tissus, sur la sensibilit€ du cultivar qui peut
étre variable au cours du cycle cultural (ce qui n’a pas été étudi€) et aussi par la présence d’un
inoculum endophyte latent dans les tissus de I’hote .

Cette étude mériterait d’étre poursuivie avec d’autres cultivars en établissant une relation
avec la sévérité de la maladie et en intégrant les parametres météorologiques en association avec
la variation de la sensibilité de I’hote .

La compréhension du cycle biologique de X. c. pv. manihotis , nous permet d’interpréter
le caractere endémique de la maladie, sa rapide progression au sein d’une plantation, son
apparition dans une zone indemne et sa propagation a I’échelle du continent africain .

Cependant un certain nombre d’interrogations demeurent, quant aux variations de la
gravité de la maladie qu’on observe dans le temps et au niveau du site . En effet, sur la base des
résultats acquis, I’interprétation des grandes épidémies des années 70, de 1’absence de bactériose
en zone de forét et des explosions soudaines de la maladie dans une zone d’endémie reste
difficile .

A T’avenir, les recherches sur la bactériose du manioc devront prendre en compte de la
variabilit€ du pathogene, de I'impact des facteurs environnementaux sur la dynamique des
populations épiphylles de parasite et sur la variation de la sensibilité de 1’héte . Une telle
approche, suppose une €tude préalable de la variabilité génétique de X. c¢. pv. manihotis en
relation avec I’expression du pouvoir pathogene et la recherche de marqueurs génomiques
(sondes moléculaires) liés a la virulence de 1’agent pathogéne . L’acquisition et 1’ utilisation de tels
outils, nous permettrait d’approfondir les études de I’impact du niveau des populations

épiphylles sur la probabilité de déclenchement de la maladie en prenant en compte la structure



génétique des populations €piphylles sur la base de marqueurs génomiques liés au pouvoir
pathogene et d’appréhender 1’évolution de cette structure en fonction du niveau de résistance de
I’hdte .

Au niveau des interactions bactérie-plante et des mécanismes intervenant au niveau de la
résistance de 1’hote, le clonage des cultivars étant possible par la technique de culture in vitro , le
manioc peut constituer un bon modele d’étude .

En ce qui conceme les stratégies de lutte vis a vis de cette maladie bactérienne, la culture
du manioc étant essentiellement de type traditionnel, seule la lutte génétique avec des cultivars
améliorés et I’utilisation de boutures saines sont envisageables . L’essor de ce type de lutte
implique que I’on maitrise la production de matériel indemne de bactériose, que I’on connaisse
les genes de résistance, que 1’on surveille la composition en pathotypes du pathogene et que 1’on
contrdle la diffusion et I’utilisation des cultivars . Des contraintes existent comme la génétique de
I’héte qui n’est partiellement maitrisée, un cycle génétique long, I’identification partielle des
genes de résistance et jusqu’a présent la non prise en compte de la variabilité de 1’agent
pathogene . La sélection doit viser la tolérance, car on s’adresse & des systemes agricoles de
subsistance ol I’ infrastructure scientifique et économique ne permet pas un suivi adéquat de
I’évolution de la résistance . La lutte chimique et ou biologique (utilisation d’antagonistes
bactériens de X .c. pv. manihotis) ayant pour objectif de réduire I’inoculum épiphyte dont il a été
montré 'implication dans le déclenchement de la maladie n’est envisageable qu’au niveau du
contrdle de I’état sanitaire d’un parc a multiplication destiné a la production de boutures saines .
Sur un plan pratique, les cultivars tolérants satisfaisant le paysan n’étant pas encore disponibles,
il est important de promouvoir ce type d’unité de production, en particulier, en zone de forét ou

la maladie est peu présente .



RESUME

Contribution & 1l’étude de la bilologie de Xanthomonas
campestris pathovar manihotis (Arthaud- Berthet et
Bondar) Starr agent responsable de la bactériose
vasculaire du manioc, Manihot esculenta Crantz .

L’étude de la microflore bactérienne de la phyllosphére de
plants de manioc dans des plantations contaminées par la
bactériose vasculaire du manioc permet de mettre en évidence la
présence épiphylle de X. c¢. pv. manihotis . La capacité de cette
bactérie d’avoir une phase épiphyte au cours du cycle de 1la
maladie contribue & la formation de 1’inoculum nécessaire au
déclenchement de la maladie, & la l’installation du pathogéne au
niveau de la plantation et favorise sa survie . Les mécanismes
intervenant dans la conservation de la bactérie permettent
d’expliquer le caractére endémique de la maladie et son
apparition dans des =zones 1indemnes . Deux mécanismes sont
essentiels : la capacité du pathogéne d’avoir une phase épiphyte
et sa conservation dans les tissus de 1’héte

La quantité de bactéries épiphylles peut étre limitée par le
niveau de réssitance de 1’héte . Ainsi, le niveau des populations
présentes sur les cultivars tolérants (MB 27 et MB 38) ne
différent pas significativement de celui détecté sur les
cultivars sensibles ( Mpembé et Maloenda), mais est plus faible
sur le cultivar résistant TMS 30555 . Chez le manioc, 1la
résistance peut étre associée a la fois une limitation des
populations épiphylles et a une réduction de la multiplication de
la bactérie dans les tissus foliaires . Cependant, d’autres
mécanismes doivent intervenir comme le seuil d’infection, 1la
sensibilité des tissus, la limitation de la colonistion du
systéme vasculaire

La distribution lognormale des populations du pathogénes a
la surface des feuilles permet d’établir une relation
quantitative entre le niveau des populations épiphylles et
l'incidence de la maladie . Ainsi,au début du cycle cultural

(cultivar Mpembé, saison des pluies), le seuil de 104 urc par
feuille est en relation avec 1l’incidence de la maladie . Ce seuil
n’est pas constant pour un couple cultivar-bactérie, mais dépend
des conditions environnementales et de la sensibilité de 1’héte
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