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Résumé — Cetle étude de Ia variabilité de Xanthorrionas campestris pv manihotis, agent de la baclériose vasculaire
du manioc, porte sur 54 soliches originaires d’Amérique du Sud, et de 5 pays d'Afrique. Des inoculations sur feuilles
ot sur tiges de 2 cultivars de manioc permettent de reproduire le¢ différents symptémes observés au champ. L'ana-
lyse des résultats des inoculations montre une variabilité impotante de I'agressivité. In viro, les souches de Xantho-
monas campestris pv mariihotis sont relativement homogénes. Cependant, 'étude de leur croissance sur différents
substrats, de la réponse & une gamme d'antibiotiques et de la lysotypie fait apparaitre une certairie variabilité. La syn-
thése dé ensemble des résultats, par une analyse tactorielle multiple; montre 'existence d'un facteur commun aux
différents caractéres étudiés. 1l exnste, en particulier; une liaison éntre I'agressivité des souches et leur comportement
mwtro RN ; VR . .

manloe / agresslvué / lysotypie / anliblothue / analyse factorietle .
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Summatry -~ study of variability of a pathogenlc agent Xanthormonas campestris pv manihotis, by multiple
: tactorlal analysls. This study of thé variability of Xanthomonag campestris pv manihotis, dgérit of bacterial blight of
» Cadsava, deals with 54 strainé from South America and from 5 African countries. Leaf dnd stem inoculations on 2 culti-
'Viirs Of 6464V allow the Feproduction of the difféiént symptoms observed in the field. Analysis of inoculation results
‘dllows bé to definé, deddrding Io their pathogenicity; 4 groups of strains. The influence of geographical origin is vari-
“able: foF Bertain countrias or‘ ceértain area$ it 4ppedrs clearly, while for others it does not seem to exist. In vitro, strains
* of Xanthormohas éaimpestris pv manihotis are relativély homogerious. Nevertheless, the study of their growth on vari-
| ous Subslrates, of the response lo sevéral antiblotics and of phage typing shows variability. This one Is not conriecled
to the gédgrdphical origin. Each characleristic dllows one to define a stable partitioh from the sef of strains. The syn-
" thesis of all the results by way of Multiple Factortal Analysis shows the existence of & common factor to the different
" chdrdcléristics studied. Specifically, a link &xisté bélween straing pathogénicity and their in vitro béhaviour. The com-
plete data are showri in tables Il, IV and V1. Table Vil shows the structure of the data table submitled to Multiple Fac-
torial Analysis which takes into account 4 groups of dctive variables (1) affect induced by inoculation on 2 cultivars; 2,
phagé lyping; 3, growth on various subsirates; 4, response to several antibiotics) and 3 supplementary groups
(groupé 3 and 4 recodeéd in order to méasure theé influence of coding - — geagraphical origin). Figure 2 gives a factorial
iepresénrat/oh of variables} the dual represéntation of individuals is given in figuré 3. The first factor is correlated to

variablés of all the groups and points out a struchure common to the 4 active groups (this result i Is confirmed by indica-
ors i in table viil).
X

. cassava/ bathogenicity / phage typing / antibiotic / factorial analysis




628 F Grousson et al

INTRODUCTION

Le manioc est attaqué par différents ravageurs
et pathogenes. Parmi eux, Xanthomonas cam-
pestris pv manihotis est 'agent de la bactériose
vasculaire du manioc, maladie provenant d'Amé-
rique du Sud ol elle a été signalée pour la pre-
miére fois en 1912 par Bondar. En Afrique, cette
maladie a d'abord été observée au Nigéria en
1972 (Williams et al, 1973). Actuellement, elle
est présente dans au moins 15 pays de ce conti-
nent.

Les observations concernant la variabilité de
Xanthomonas campestris- pv manihotis sont
contradictoires. Certains auteurs observent une
différence de pouvoir pathogéne entre les
souches étudiées (Bradbury, 1975, 1977; Ma-
‘raite et Meyer, 1975; Maraite et al, 1981; Alves
et Takatsu, 1984). Cette différence est contestée
par d'autres auteurs (Nair et al, 1981; Elango et
Lozano, 1981).

In vitro, les résultats varient d'un auteur a
l'autre, Robbs et al (1972), Elango et al (1981),
Manicom et al (1981) n'observent pas de variabi-
lité. Daniel et al (1981) notent seulement des dif-

férences de croissance sur amidon et glycérol.

Lozano et Sequeira (1974) classent les 15
-souches étudiées en 2 groupes selon leur apti-
tude a utiliser le saccharose, le cellobiose et le
tréhalose comme source de carbone. Maraite et
al (1981) observent une différence de croissance
sur amidon, glycérol, et une utilisation variable
de la dextrihe, du maltose, du raffinose, du lac-
tose. lls notent aussi une sensibilité différente a
certains antibiotiques. ‘ ’

Il est apparu nécessaire de compléter ces tra-
vaux sur la variabilité de la bactérie, d'abord afin
de montrer I'existence de celle-ci ou la réfuter,
puis d'établir les liens éventuels entre les diffé-
rents caractéres étudiés sur l'échantilion de
souches.

De plus, lexistence dune variabilité de
l'agressivité présente 2 conséquences impor-
tantes. D'une part, il est alors nécessaire de
connaitre la répartition g"éographique des
souches en fonction de leur agressivité et d'éta-
blir une réglementation des échanges internatio-
naux afin d'éviter 'introduction d'une souche trés
agressive. D'autre part, il faut alors tenir compte
de cette variabilité, dans le cadre d'un pro-
gramme d'amélioration et de sélection de plants
résistants & la bactériose vasculaire du manioc.

C'est un échantillon représentatif des souche
de la région qui doit &tre inoculé lors des tests ¢
résistance. Une certaine variabilité de I'héte di
aussi étre maintenue en évitant la monocultu
d'un cultivar et en conservant une collection ¢
variétés.

MATERIEL ET METHODES

Dans ce travail, une collection de 54 souches de Xa
thomonas campestris pv manihotis, de différentes o
gines géographiques, a été constituée (tableau
pour lesquelles on a étudié, principalement, 4 cara
téres décrits dans les paragraphes suivants.

Agressivité

L'agressivité des souches est estimée par les résulta
des inoculations faites sur feuilles et sur tiges de 2 ct
tivars de manioc : M'Pembé et Koussakanandi (t
bleau I1).

Sur feuilles, les inoculations sont effectuées sur di
plants de 2 mois, cultivés en pots, en perforant les e
paces internervaires des folioles a I'aide d'un emport
piéce de 1,7 mm de diameétre trempé dans une cultu
bactérienne maintenue 48 h a 30 °C sur LPGA (Ric
M, 1963). La technique utilisée est celle de Burucha
et Pastor-Corrales (1981) et Endert et Ritchie (198
mesurant le diamétre des lésions causées par Pse
domonas syringae pv syringae. Aprés 9 j d'incubatic
a 30 °C, 90% d’humidité et une photopériode de 12
la surface de la Iésion causée par la souche est mes
rée. Elle est ramenée & une couronne de surface équ
valente dont on calcule I'épaisseur notée en 108 r
Dix répétitions par souche et par cultivar sont effe
tuées et on calcule la moyenne des 10 mesure
Aprés vérification des hypothéses de normalité
d'égalité des variances, I'analyse de variance mont
une différence significative a 1% entre les moyenne
des mesures effectuées sur les 54 souches (Grou:
son, 1986).

- Sur tiges, lincubation est effectuée sur des plani
de manioc d'un mois. La tige est transpercée, au n
veau du deuxiéme entrenoeud, avec une aiguille tren
pée dans une culture bactérienne maintenue 48 h
30 °C sur LPGA. Apreés 20 j d'inoculation 4 30 °C, 90
d'humidité et une photopériode de 12 h, l'ntensité d
la maladie est notée selon 'échelle suivante :

0-: cicatrisation; 1 : zone vert olive et/ou exsudats at
tour du point d'inoculation < 20 mm; 2 : zone vert oliv
et/ou exsudats autour du point d'inoculation > 20 mn
3 : au moins une feuille fiétrie; 4 : desséchement
l'apex; 5 : mort du plan. )

Six plants par souche et par cultivar sont inoculés
Une moyenne des 6 notes est effectuée.
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Tableau I. Références des souches de Xanthomonas Tableau II. Agressivité des souches de X ¢ pv mani-
campestris pathovar manihotis de la collection. hotis. La mesure sur feuilles est la moyenne de 10
mesures de surface de lésion aprés inoculation en

condition standard. lLa notation sur tige est la

Origine Numéro Référence Date moyenne de six notes d'intensité de la maladie (de 0 &
géographique  élude ORSTOM  d'isolement 5) aprés inoculation en condition standard.
: Mesures sur feuilles Notations sur tiges
Co[omble ; gfg : gg? 1 g;j N°  Cultivar  Cultivar Cultivar  Cultivar
3 CIAT 1120 1974 M' Pembé Koussa- M Pembé Koussa-
4 CIAT 1111 1974 X kanandi kanandi
Brésil 5 IBFF 112 1973 '
6 IBFE 165 1976 1 571 121 4,00 4,00
7 IBFF 107 1973 2 566 147 - 450 4,00
. \ 3 530 122 4,33 4,25
Pointe Noire 8 693-4 1982 4 000 000 0,00 0,50
Bouenza 9 152 - 1977 5 687 163 3,60 4,33
‘ , 10 150 1977 6 161 059 4,67 2,33
11 798-c 1984 7 042 033 2,50 0,50
12 803-c 1984 8 572 169 4,50 3,67
0o S im0 osm e
14 839 1984 1" 217 124 140 114
15 840 1984 ! !
16 841 1984 12 535 264 4,00 3,00
17 836 ] 1084 13 501 335 . 5,00 - 2,67
14 704 134 5,00 2,67
Plateaux 18 104-2 1979 15 661 237 5,00 4,33
19 293-1 1979 16 675 304 4,20 2,67
20 298-2 1979 17 733 289 3,67 1,83
21 336 1979 18 160 210 1,00 1,50
22 386-b 1980 19 315 168 433 | 2,00
23 589 1981 20 255 089 1,83 2,50
24 720-3 1982 21 515 " 109 4,00 2,67
25 721 1982 22 152 030 0,67 1,67
Cuvette 26 7734 1983 23 - 322 091 3,17 3,33
27 770-3 1983 24 688 251 - 4,00 4,00
og 781 1983 .25 586 128 4,67 . 3,33
29 775 1983 26 455 170 3,83 4,33
30 767 1983 27 694 028 4,50 4,67
31 779 1983 . 28 614 122 3,83 3,00
32 780 1083 29 360 078 - 4,67 4,00
33 716-4 1982 30 430 © 140 367 4,00
: 31 238 033 3,00 2,50
Bénin 34 6741 1982 ) 32 468 017 433 3,17
3 6771 1982 ' 33 381 038 4,33 4,33
36 6761 1982 34 139 097 450 4,17
37 6802 1982 35 315 063 4,67 3,50
38 675 1982 3 200 043 2,67 4,00
o s e o mE o m oo
: : 40 113 1977 ! ’
41 105-9 1977 39 082 052 3,67 4,00
40 . 027 025 2,17 3,00
Nigéria 42 206-1 1978 - 41 009 000 0,40 1,83
43 204-1 19785 - 42 015 004 1,67 0,50
. 43 011 016 2,33 2,83
- Zaire 44 276-3 1979 ] 44 290 092 3,00 417
) 45 278-1 - 1979 45 367 029 4,83 3,50
46 275-2 1979 . 46 347 011 3,60 3,67
47 280-1 1979 ‘ 47 267 - 063 2,67 3,83
48 274-2 1979 48 251 052 417 ‘3,50
49 279 1979 ‘ 49 070 003 1,33 2,17
50 312 1979 50 249 053 4,33 - 2,50
51 311 1979 51 382 113 4,50 4,50
52 309 1979 52 239 0% 3,33 . 4,67
53 310-2 1979 53 300 047 4,67 3,50

54 2733 1979 54 313 044 5,00 4,33
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Lysotypie

A partir de feuilles de manioc atteintes de bactériose,
de sol et de débris prélevés sous des plants dans dif-
férentes régions du Congo, 9 phages ont été isolés.

Lisolement et la multiplication des phages sont ef-
fectués dans du bouilion nutritif (extrait de boeuf : 200
ml, chlorure de sodium : 5 g, bactopeptone : 10 g, eau
distillée : 800 ml, pH = 7). La purification et le titrage
des suspensions phagiques sont effectués sur nappes
bactériennes en double couche de gélose nutritive,
selon fa technique de Cuppels (1983), & I'aide d'une
souche indicatrice (la souche 17). Les boiies de Pétri
sont maintenues & 25 °C, cette température étant plus
favorable 2 la formation de plages de lyse que la tem-
pérature optimale de croissance de la bactérie (envi-
ron 30 °C). Pour chaque couple (souche, phage), sont
préparées 2 nappes bactériennes sur double couche,
ce qui constitue 2 répétitions. Sur ces nappes sont dé-
posées des gouttes de 0,01 ml de 10 dilutions des
suspensions phagiques. Aprés 48 h, on compare la di-
lution de la derniére lyse confluente & 1a RTD (Routine
Test Dilution : plus faible concentration de phages né-
cessaire pour produire une lyse confluente sur la
couche indicatrice). La notation est effectuée ainsi :
+ : derniére lyse confluente au maximum & une dilu-
tion de la RTD, — : derniére lyse confiuente & au
moins 2 dilutions de la RTD (tableau ).

Croissance sur différents substrats carbonés

. La technique et le milieu utilisés sont ceux de Hay-
ward et Hogkiss (1961). Comme Stanier et al (1966)
le conseillent, une concentration de substrats de 0,2%
est incluse dans le milieu. Les solutions de substrats
sont ajoutées aprés autoclavage du milieu et stérifi-
sées par ultrafiltration. .Dix-neuf substrats sont inclus
chacun dans un milieu de culture. Quarante-huit
heures aprés incubation & 30 °C, on mesure la crois-
sance de chaque souche sur chaque subsirat & I'aide
d'une échelle de notation allant de 0 & 4. L'expérience
- est effectude 2 fois et compte chaque fois 2 répéti-
tions. Ce premier codage met en évidence un groupe
de souches, prépondérant, homogéne quant a la
croissance sur ces substrats. Pour atténuer le carac-
tére subjectif d'une notation, les notes initiales ont été
recodées en référence a ce groupe, appelé MO : > : la
croissance de la souche est plus importante que celle
du groupe de référence; < : la croissance de la
souche est moins importante qué celle du groupe de
référence; = : la croissance de la souche est compa-
rable 2 celle du groupe de référence (tableau 1V).

Sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité in vitro des souches en présence de 48
antibiotiques est testée par la méthode des antibio-
grammes et notée selon les normes de l'lnstitut Pas-

Tableau Ill. Lysotypie des souches de X ¢ pv manif.
tis.
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La notation de la lysotypie est effectuée en référence a la
souche 17, dite souche indicatrice, qui a servi & isoler les
phages.

Notation :

~ si la souche ést moins sensible au phage que la souche in-
dicatrice,

+ si la souche est aussi sensible au phage que la souche in-
dicatrice.
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Tableau V. Recodage en modalités des variables liées & la croissance sur différents substrats carbonés des souches

X ¢ pv manihotis.

La notation est faite en référence & un ensemble, noté MO, de 38 souches absolument identiques quant & la crois-

sance sur ces-substrats.
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N° : numéro de souche; T : Témoin; GA : Galactose; MA : Maltose; LA : Laqtose; ER : Erythritol; RI : D-ribose; AR : Arabinose; RA :
Raffinose; AM : Amidon; XY : Xylose; SA : Salicine; RH : L.-Rhamnose; AE : Aesculine; GL : Glycérol.

teur (R : souche résistante, S : souche sensible, I :
souche intermédiaire) (Bauer ef al, 1966; Ferron,
1974) (tableaux V et VI). Deux répétitions par souche
et par antibiotique sont effectuées.

La méthode d'analyse

Le tableau de données

Les variables caractérisant les souches sont, soit
quantitatives (agressivité), soit qualitatives (lysotypie),
soit enfin qualitatives ordonnées (croissance sur diffé-
rents substrats et sensibilité aux antibiotiques). La mé-
thode utilisée ne permet pas de prendre en compte di-
rectement les variables qualitatives ordonnées. Aussi
elles seront considérées comme qualitatives et intro-
duites au travers du codage disjonctif complet. Ce co-
dage fait apparaitre des modalités frés rares : les mo-
dalités comportant moins de 4 individus ont afs
éliminées, soit par regroupement entre modalités voi-
sines, soit par suppression de I'ensemble des modali-
tés associées au substrat ou & I'antibiotique concerné.
Compte tenu de ces pertes d'informations, et afin de
permettre une évaluation a posteriori de l'influence de
ces modifications, les variables de ces 2 groupes sont
aussi introduites dans leur codage initial, c'est-a-dire
sous forme de notes. Enfin, I'origine géographique
des souches est notée a I'aide d'une variable qualita-

tive indiquant la région dans laquelle la souche a été
isolée.

Finalement, le tableau de données comporte, en
lignes, 54 individus et en colonnes 95 variables répar-
ties en 7 groupes (tableau VII).

Quatre groupes sont considérés dans la suite
comme actifs : ‘

- groupe 1 : variables «agressivité» (numérigues);
— groupe 2 : variables «lysotypie» {qualitatives);
— groupe 3 : variables «croissance sur différents sub-
strats» (qualitatives);
—~ groupe 4 : variables «sensibilité aux antibiotiques»
(qualitatives). '

Trois groupes sont considérés dans la suite comme
supplémentaires :
— groupe 5 : variables «croissance sur différents sub-
strats» (numériques);
— groupe 6 : variables «sensibilité aux antibiotiques»
(numériques); ‘
— groupe 7 : origine géographique (variable qualita-
tive). ‘

Objectifs et méthode utilisée

L'objectif général de description de la variabilité des
souches peut élre arliculé autour de 3 themes princi-
paux.



632 . F Grousson et al

Tableau V. Sensibilité des souches de X ¢ pv maniholis aux antibiotiques. S : 'ensemble des souches est sensible &
l'antibiotique, R : I'ensemble des souches est résistant a l'antibiotique, 1 : I'ensemble des souches a une sensibilité
«intermédiaire» & I'antibiotique, V : les souches ont une sensibilité variable & l'antibiotique.

Famille Dénomination Sigle du Charge du Réaction de
commune disque disque X cv pv manihotis
Béta lactamines  Pénicilline G PEN 6 ug (10 U \
Pénicillines A
Ampicilline AMP 10 ng \%
Amoxicilline AMO ‘ 25 ug V
Carbénicilline CAR 100 ug S
Ticarcilline TIC . 75 ng \
Pénicillines M
Méticilline MET 5 ng R
Oxacilline OXA 5pg S
Céphalosporines .
Céfradine’ CFA 30 ug R
Céfalotine CTN 30 ng Vv
Céfaloridine CFR 30 ng Vv
Céfazoline CFz 30 ug R
Céfotaxime CTX 30 g \
Céfuroxime CXM 30 ng \
Céfoxitime CXT 30 ug Vv
Latamoxef MOX 30 ug S
Aminosides Streptomycine STR 10Ul S
Kanamycine KAN 30Ul S
Néomycine NEO 30 Ul i
Framycétine FRA 30Ul |
Paromycine PAR 30 Ul S
Tobramycine TOB , 10 ng S
Amikacine . AKN 30 ug S
Gentamicine GEN 15 ug (10 V) S
Sisomicine SIS topg S
Phénicoles | Chloramphénicol CMP - 30 1g S
. Thiamphénicol THI 30 nug R
Tétracyclines Chortétracycline CLT . 30Ul S
' Oxytétracycline LOXT 30 Ul S §
Déoxycycline DOT 30 Ui S i
~ Minocycline MIN © 30U S ;
DMCT . ‘ ‘DMT 30 Ul S
Macrolides Macrolides
Erythromycine ERY 15 Ul S
Spiramycine SP! 100 ng (333 UY) S
Midécamycine . MID 100 pg (333 Ul) \
Lincosamides ’ '
Lincomycine LIN 15 ug R
Streptogramines s . ’
Virginiamycine VIR 15 ug \
Pristinamycine PRI 15 1g S
Polypeptides Bacitracine BAC 130 pg (10 UI) S
Nitro-furanes Furanes - * FUR 300 ng \'
Quinolones Acide nalidixique NAL 30 pg i
Acide pipémidique Pl 20 ng S
Antibactériens Rifampicine : RFA 30 Mg S
divers Novobiocine - NOV 30 UI S
Nitroxoline NIB 20 nug S
Fosfomycine FOS 50 g R
Vancomycine VAN ( 30 ng S
Métronidazole MOL : 4 g R

g = e



633

Etude de la variabilité d'un agent pathogéne

S : la souche est sensible & 'antibiotique. R : la souche est résistante & l'antibiotique. I: la souche posséde une résis-

Tableau VI. Réponses des souches X ¢ pv manihotis aux antibiotiques, présentant une variabilité.
tance intermédiaire.

Mz CIN CFR CTX CXM CXT MID VIR FUR

PEN AMP AMO TIC

(o o ol s o « s ol a & S a QU o o o afl o ol n ol o a9 o o ofl o s ol sl o ol o ol i o ol sl oo ol ol ol ol s ol .o il o0 o o o o il o ¢ ol o e o s ol ol o s ol 2 ol i 2ol 1
RRHRRRRRSRRRRRRRRRRRRRRDnDunnnnnnnn_HDnDnRRRRRHRRRRRRRR‘RRRRRHHR

HRHSRRRRSRHHRRHRHRRRRRHHDnnnRRRRHRRRRRRRRRSRRRRRRHHRRHRR

e W) e e WD e D) e e e e e e e e e e e e e e e e e o — o —— — D= =) = = — — e — N ——— -

DnnnnnSnnDnnn_HSRnnnnDnDn.Rnn.nnnnDnRDnnnnnnnnnDnRDn_H‘RDnDunnnﬁﬂnunanDnSnnlDnnnDnDu_HDnnnnnnnDnnn

lavga s Vol s il o VYV V) QU oo nl s i aff s 7B o =i ol o Y o ol o ol NN ol o ol il ol ol o ol ol O o ol o 0 W el 0 SO ol > 00 0 s il w el ofl o ol o i O Qo s ol o i 4
RSSSSRSSSSSRRSSSSS‘HSRSHRRSSRRHRRSSRRRSHSSSSRDanDnDnDnSRDunnDn
RRRSRHSRSHRHRRRRRHRIRDnnnnnDn_HDnn\nn‘nDu\Dn_HDn,nw‘nnnnlnan‘hSnnDuﬂnnnnnunHRSnnnnR_H
I.S_HS.I_HIRSW._HRnnnn_HRRRRIRRRRRRRRHRRRRRRPIRI|SDn|RDnnnnnnnnnSDnDanDn

8 o & " " "4 * RSP o o « sl x o« = o o u il o nf /o .l o ol o o « il ol o ol o il o ol o o o o ol sl o .ol ol sl QU s il o O e il 54l o ol o i ol ol sl « o s o e i ¢ ol

- TrrTryry T rr A ANANNANANNNNNOOOMOOOMO M < < < -l S g T [ B T IR T e Vo]

-~
-




634 F Grousson et af

Tableau VI, Structure du tableau de données.

ron g g

Groupes aclifs

Groupes supplémentaires

Groupe 1 2 3
Type agressivité lysotypie  substrats
Nombre de 4 9 9
variables

Nombre de 4 18 17
colonnes ©

54 souches

4 5 6 7
antibioitigues  substrats antibiotiques  origine

11 9 1 1

24 9 11 10

~ Quelles sont les souches qui se ressemblent et
celles qui different si I'on considére 'ensemble des 4
caractéres (agressivité, lysotypie, croissance sur diffé-
rents substrals carbonés, sensibilité aux antibioti-
ques) ?

— Quels sont, globalement, les groupes de va-
riables qui se ressemblent ? Deux groupes se res-
semblent s'ils induisent la méme structure sur l'en-
semble des individus, c'est-a-dire si 2 souches
proches pour I'un sont aussi proches pour l'autre.

_— Méme si, globalement, les groupes ne sont pas
trés proches, certains d'entre eux possédent-ils des
facteurs communs ? Si ces facteurs existent, quels
sont-ils et quelle est leur importance relative dans
chaque groupe ? (Par facteur, on enterd 'ensemble
des coordonnées des souches le long d'une direction
quelconque d'un espace défini par un ensemble de

variables. Un facteur est dit commun a plusieurs

groupes s'il est possible de mettre en évidence un fac-
teur dans chacun des groupes tel que les facteurs
ainsi trouvés soient fortement corrélés entre eux).

Pour cela, ce tableau peut étre traité par l'analyse
factorielle multiple (AFM). Cette méthode fournit des
résultats qui correspondent aux principaux thémes de
la problématique énoncée précédemment. En effet,
elle permet de réaliser l'analyse factorielle d'un en-
semble d'individus décrits 2 la fois par des groupes de
variables quantitatives et des groupes de variables
gualitatives. Elle construit une représentation graphi-
que des proximités entre groupes et met en évidence,
slils existent, une suite de facteurs communs aux
groupes. Cette méthode est décrite en détail par Es-
colier et Pagés (1988).

RESULTATS

Les valeurs propres de I'analyse globale

. Le cosur d'une AFM consiste en une ACP cen- x

trée réduite des 4 groupes actifs dans laquelle
chaque variable est affectée d'un poids destiné &

équilibrer l'influence des groupes..Ces 4 groupes
permettent de construire un nuage des souches;
(dans l'espace défini par Fensemble -des co-
lonnes actives) appelé nuage moyen en ce sens
qu'il réalise un compromis entre les 4 nuages

que l'on peut construire a partir de- chacun des -

groupes. i

La premiére valeur propre vaut 2,5. On sait
que la valeur maximale qu'elle peut atteindre
~ dans le cas limite ol ce facteur coincide avec le!
. premier facteur de l'analyse factorielle séparée
de chaque groupe est le nombre de groupes (ici

4). La valeur 2,5 assure que le premier facteur| -

est assez proche d'une direction d'inertie impor-
tante de chacun des 4 groupes.

Le diagramme des pourcentages met en évi-
dence un premier facteur important (35% de
linertie totale) et un deuxieme beaucoup plus
faible (10% de linertie totale). Les -autres fac-
teurs représentent chacun moins de 8% de

. linertie totale.

Facteurs communs

Avant de commenter les représentations issues
de cette analyse globale, il convient d'examiner
si les résultats constituent effectivement des as-
pects communs a I'ensemble des 4 thémes étu-
diés.
Dans I'AFM, les facteurs de I'ACP globale, ap-
" pelés variables générales car s'appuyant sur
l'ensemble des groupes, jouent le role de fac-

teurs communs. La méthode fournit aussi, asso- |

ciée & chaque variable générale, des variables

canoniques (une par groupe) qui peuvent étre !

considérées comme l'expression du facteur com-
mun dans chacun des groupes. Techniquement,

ces variables canonigues sont des projections

!



Etude de la variabilité d'un agent pathogéne 635

des nuages de souches caractérisés chacun uni-
quement par un groupe, qui, & la fois, correspon-
dent a des directions d'inertie importante et sont
liées au facteur commun.

Le tableau des corrélations el!1tre les variables
canoniques et les variables générales (tableau
V1), indique, pour chaque groupe actif, les cor-
rélations entreé chaque facteur du nuage moyen

et l'expression de ce facteur dans ce groupe.’

Pour le premier facteur, ces corrélations qui va-
lent respectivement 0,822; 0,714; 0,824; 0,822
sont assez élevées pour que l'on puisse consi-
dérer ce- facteur comme commun aux 4
groupes : il existe dans chacun des 4 nuages
des souches définies par un seul groupe, une di-
rection dans laquelle la dispersion du nuage res-

Tableau VIII. Corrélation entre les variables ‘canoni-
ques et les variables générales.

0,822 est le coefficient de corrélation entre le premier
facteur commun (premiére variable générale) et son
expression dans le groupe 1 (premiére variable cano-
nique du groupe 1).

Les 4 coefficients associés au premier facteur sont
suffisamment élevés pour que 'on puisse considérer
ce facteur comme commun aux 4 groupes.

Facteur 1 Facteur 2

v

Variable Groupe 1 0,822 0,454
canonique - Groupe 2 0,714 0,661
associée au Groupe 3 0,824 0,490

Groupe 4 0,822 0,461

Tableau IX. Coefficients de corrélation entre la pre-
miére variable générale de 'AFM et les 3 premiers
. facteurs de l'analyse factorielle séparée de chacun
des groupes. ‘

Facteur 1 Facteur2  Facteur 3

Groupe 1 -0,811 + 0,167 + 0,006
Groupe2  +0,710 + 0,038 +0,009-
Groupe 3 -0,819 + 0,073 + 0,078
Groupe 4 +0,813 -=0,061 + 0,018
Groupe 5 - 0,755 + 0,256 -0,134
Groupe 6 +0824 —0,087 - 0,006

La premiére variable générale est liée au premier facteur de
chacun des groupes. L'analyse factorielle de chaque groupe

. consiste en une ACP ou une ACM selon la nature des va-

riables.

semble au facteur commun de I'ACP globale
pondérée. Par ailleurs, seul le groupe 2 est cor-
rélé au deuxiéme facteur qui n'est donc pas un
facteur commun.

Une autre fagon d'évaluer le caractére com-
mun de la variable générale consiste a calculer
le coefficient de corrélation entre cette variable
générale et les principaux facteurs fournis par
l'analyse factorielle séparée de chacun des
groupes (tableau 1X). On remarque que le pre-
mier facteur de l'analyse finale est trés corrélé au
premier facteur de chaque analyse séparée.

Coordonnées et aides a l'interprétation des
groupes actlifs et supplémentaires

Les 7 groupes peuvent étre représentés dans un
espace euclidien par des points dont la proximité
traduit la ressemblance entre les structures défi-.
nies sur 'ensemble des souches. A la limite, 2
points sont confondus si les nuages de souchés
associés & chacun des 2 groupes sont identi-
ques ou homothétiques. Le graphique de Ia fi-
gure 1 donne une image approchée du nuage
par ces 7 points. Sur ce graphique, la coordon-
née .d'un groupe j le long de l'axe s est aussi
égale a la contribution du groupe j & l'axe s de
I'analyse globale. Il en résuite que ce graphique

F2
4
1
o G2
°G7
G5
®0G1
®G3
Gie g6 .
0 ' 1 Fi

Fig 1. Représentation des groupes par les 2 premiers axes
factoriels. G1 : «agressivité» (variables numériques); G2 :
«lysotypie» (variables qualitatives); G3 : «croissance sur dif-
férents substrats» (variables qualitatives); G4 : «sensibilité
aux antibiotiques« (variables qualitatives); G5 : «croissance
sur différents substrals» (variables numériques); G6
«sensibilité aux antibiotiques» (variables numériques); G7 *
«origine géographique» (variables qualitatives). La proximité
entre 2 groupes s'interpréte comme une ressemblance entre
les structures sur les individus définies par chacun des
groupes. Par construction les coordonnées sont comprises,
entre 0 et1. ’
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permet d'apprécier non seulement des ressem-
blances entre groupes mais aussi l'importance
de chaque groupe dans la construction des fac-
teurs de 'analyse globale des groupes.

Hormis le groupe 7, tous les groupes présen-
tent une forte coordonnée le long de l'axe 1, ce
qui entérine l'existence d'un facteur commun
important dans chacun des groupes. Sur cette
fig 1, les groupes 3 et 5, d'une par, et les
groupes 4 et 6, d'autre part, sont trés proches.
Rappelons qu'ils concernent les mémes thémes
sous la forme de codages différents. Le reco-
dage n'a pas bouleversé la structure des indivi-
dus.

Les variables (fig 2) 5

Sur ce graphique, les coordonnées des variables
sur un axe sont les coefficients de corrélation.
entre les variables et les axes. :

Les variables les plus corrélées au premier,
facteur sont : ;

_* Agressivité :
Sur tiges du cultivar M'Pembé : T : MP
Sur tiges du cultivar Koussakanandi : T : K
Sur feuilles du cultivar M'Pembé : F : MP 5

Ces variables sont corrélées positivement au
premier facteur. ' ;

F1 4 |
= TMP ,
A o crxi | AMOr f
FMP “ER= CXTi GL= ,
AR= MA= AMPr . K+L+
PENc I+ C+
CXMr E+
TICr D+ P+
MZr AM= G+ 1
AE= ¥
P Gr &
;
i
i
: i
CINi > !
CTNs 1
F2 !
|
i
i
AMPi
G- CFRs
O-
AB> . TICs MZs
P- ‘
E c i . CXMs
T
-3 .
MIDs T< AR<
CTXs SA<
AMOs CXTs _ ER<
<
x GL<
4
]
i
i

Fig 2. Représentation des variables actives sur le prerhier plan factoriel. La coordonnée d'une variable est le coefficient de corréla

tion avec cet axe.

H
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* Lysotypie :

— Corrélation négative avec le premier facteur
Résistance au phage K : K-

Résistance au phage L. : L~

Résistance au phage C : C~

Résistance au phage | : I~

— Corrélation positive avec le premier facteur
Sensibilité au phage K : K+

Sensibilité au phage L. : L+

Sensibilité au phage C : C+

.Sensibilité au phage | : I+

« Croissarice sur différents substrats :

— Corrélation négative avec le premier facteur
Glycérol : GL<

Rhamnose : RH<
"Témoin : T<

Erythritol : ER<

Salicine : SA<

Arabinose : AR<

Maltose : MA>

— Corrélation positive avec le premier facteur
Gylcérol : GL=

Rhamnose : RH=

Témoin : T=

Erythritol : ER=

Salicine : SA=

Arabinose : AR=

Maltose : MA=

« Sensibilité aux antibiotiques ‘

— Corrélation négative avec le premier facteur
S # la Céfuroxine : CXMs

S al'Amoxicilline : AMOs

S ala Céfotaxime : CTXs

S a I'Ampicilline : AMPs

S & la Midécamycine : MIDs

— Corrélation positive avec le premier facteur
I & la Céfuroxine : CXMr

R a I'Amoxicilline : AMOr

| & la Céfotaxime : CTXi

R a I'Ampicilline : AMPr

R & la Midécamycine : MIDr .t

L'axe 1 peut étre schématisé par les opposi-

tions suivantes :

— Faible agressivité
— Résistance aux phages

— Hétérogénéité pour la croissance sur différents
substrats carbonés

— Sensibilité aux antibiotiques
4
— Forte agressivité
— Sensibilité aux phages
— Homogénéité pour la croissance sur différents
substrats carbonés
— Résistance aux antibiotiques

Les individus
Le nuage moyen (fig 3)

Les régles d'interprétation de la représentation
du nuage moyen sont exactement celles de
FACP. On considére les individus selon leur posi-
tion sur l'axe 1.

Schématiquement, l'axe 1 .oppose les 6
souches 41, 4, 7, 9, 42, 10 aux autres souches.
Cependant, la différence d'inertie entre les.2 pre-
miers axes est telle que cet axe reste, mém
sans ces souches. :

On peut illustrer la signification de f'axe 1 par
quelques exemples : d'une part les souches 41,
4 et 7 présentant les coordonnées négatives les
plus grandes en valeur absolue, et, d'autre part,
les souches 24, 13 et 14 présentant les coordon-
nées positives les plus grandes.

Les souches du premier groupe (41, 4, 7) sont
faiblement (7) ou tres faiblement (41, 4) agres-
sives. Elles sont résistantes a au moins 7
phages. Leur croissance est hétérogéne pour au
moins 7 substrats. Elles sont sensibles & au
moins 5 antibiotiques.

A T'opposé sur I'axe 1, les souches 24, 13 et
14 sont trés agressives. Elles sont sensibles a
au moins 8 phages. Leur croissance est classée
homogéne sur 9 substrats. Elles sont résistantes
4 au moins 10 antibiotiques. Ces 3 souches s'op-
posent aux 3 souches précédentes (41, 4 et 7)
du point de vue de chaque groupe.

'hétérogénéité des souches croit des coor-
données positives aux coordonnées négatives.
La répartition des souches sur le plan suggére
I'existence d'un ensemble de souches, de coor-
données positives, relativement homogénes
selon tous les points de vue. La confrontation de
ce plan factoriel avec l'origine des souches (ta-
bleau 1) montre que le lieu d'isolement n'est glo-
balement pas li¢ aux principaux facteurs de
variabilité. Toutefois, il existe quelques origines
dont 'les souches sont relativement regrou-
pées (Grousson, 1986). C'est le cas du Zaire



638 F Grousson et al

15

21

F1 'y
24
13
1614 1 57
1712 | 51

8 628 45

30

23

F2

37 40

224 4

43

10

42

41

dont 9 souches sur les 11 sont trés proches sur
le plan 1-2. v

La représentation simultanée (fig 4)

A chaque groupe de variables, on peut associer

un nuage des souches. C'est ce nuage qui est
approché lors d'une analyse factorielle séparée
de chacun des groupes. L'AFM fournit, dans un
méme cadre, une représentation approchée de

Fig 3. Représentation du nuage moyen des individus sur le plan des deux premiers axes factoriels.

chacun des nuages initiaux (fig 3). Cette super- |

position est possible car le premier facteur est

bien commun aux différents groupes. Sur un tel '

graphique, chaque souche est donc représentée
5 fois sur chaque facteur : par sa projection a

partir du nuage. moyen ou elle est définie par | -

I'ensemble des 4 groupes de caractéres et par
ses projections & partir des 4 nuages définis par

un seul groupe de caractéres. Seul le premier |
facteur, commun aux 4 groupes, est intéressant |

dans cette analyse. Les caractéristiques. des 6
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SOUCHE 41 SOUCHE 14

3 4 E 1 2 432E 1
| § ] ] ! :II g1 »
0
4 1E 3 2 34E2 1
| I B
. 0
3 E12 4 34dE2 1
1 T o LIN 1y

0

Fig 4. Représentation simultanée des souches 41, 4, 14, 7,
13 et 24 sur le premier axe factoriel. L'axe est reproduit 3
fois pour éviter des superpositions. E : souche décrite par
'ensemble des groupes des variables. 2 : souche décrite par
les seules variables du groupe 2.

souches, 41, 4, 7, 24, 13 et 14, (fig 4) sont résu-
mées par la projection sur I'axe 1 de leurs repré-
sentations dans les 4 nuages.

Ainsi, par exemple, la souche 41 est beau-
coup plus extréme que la souche 4 du point de
vue du groupe 3 (les souches 41 et 4 ont une
croissance hétérogene respectivement sur9 et 7
substrats). Parallelement, la souche 4 est un peu
plus extréme que la-souche 41 du point de vue
du groupe 4 (les souches 4 et 41 sont sensibles
a, respectivement, 9 et 8 antibiotiques).

Le gradient d'hétérogénéité mis en évidence a

partir du nuage moyen s'accompagne, paralléle-

ment, d'un gradient d'hétérogénéité au niveau de
chacun des groupes. Par exemple, du point de
vue du groupe 1, les souches 14, 13 et 24 ont
des coordonnées trés voisines alors que les
souches 41, 4 et 7 ont des coordonnées tres va-
riables. Cette observation peut étre faite pour
chacun des groupes.

DISCUSSION ET CONCLUSION ’

Le résultat essentiel de cette analyse est la mise

en évidence d'une variabilité de Xanthontonas
campestris pv manihotis. Cette variabilité appa-
rait relativement limitée, ce qui explique qu'elle
ait pu passer inapergue. Par exemplé, sur 48 an-
tibiotiques testés, seulement 11 mettent en évi-
dence une réponse variable des souches. Par
ailleurs, 'analyse montre qu'il existe un groupe

de souches homogéne et, seul un échantillon-

nage trés diversifié peut montrer une variabilité.

L'étude multidimentionnelle de cette variabilité
permet de mettre en évidence un facteur com-
mun 3 l'ensemble des groupes de variables.
L'existence de ce facteur commun suscite plu-
sieurs hypothéses qui doivent étre examinées au
travers des liaisons les plus chargées de sens.

Une sélection naturelle peut rendre compte de
la liaison positive entre I'agressivité et la résis-
tance aux antibiotiques. En effet, d'une part, une
souche agressive est plus adaptée & ['héte
qu'une souche peu agressive. Elle se multiplie
mieux, migre plus rapidement dans les tissus de
I'hdte, est capable de surmonter certains méca-
nismes de défense de la plante. En ce sens,
I'agressivité est un critére de sélection naturelle,
D'autre part, au moment de sa dissémination,
Xanthomonas campestris pv manihotis connait
une phase épiphyte ol il est en compétition avec
d'autres micro-organismes présents sur les
feuilles. Certains synthétisent des antibiotiques.
En ce sens, la résistance aux antibiotiques est
aussi un critére de sélection naturelle. L'hypo-
thése d'une sélection de souches résistantes a
ces antibiotiques pourrait étre testée par la re-
cherche et lisolement de micro-organismes épi-
phytes antagonistes et par l'étude des sub-
stances qu'ils sont susceptibles de synthétiser.

La liaison entre l'agressivité et la résistance
aux antibiotiques d'une par, et la sensibilité aux
phages d'autre part, ne semble pas pouvoir éire
expliquée par un mécanisme physiologique au

‘niveau de Xanthomonas campestris pv manihotis

mais par un phénomeéne de lysotypie adaptée.
Les phages, virus isolés a partir de feuilles, de
débris ou de sol prélevés dans des parcelles
contaminées, ont une probabilité plus grande
d'étre en présence d'une souche agressive et
donc d'étre adaptés a ces souches. Afin de tes-
ter cette hypothése, il serait intéressant d'es-
sayer d'isoler des phages dans des régions ot la
bactérie est peu présente (zones forestiéres du
Congo, par exemple) et de les mettre en pré-
sence des différentes souches de la collection.

Enfin, on a pu établir que les souches les plus
agressives (et donc résistantes aux antibiotiques
et sensibles aux phages) sont homogénes du
point de vue de leur croissance sur différents
substrats. Aucun mécanisme biologique ne
semble pouvoir, a lui seul, expliquer le phéno-
méne. En revanche, I'hypothése d'une origine
géographique commune plus ou moins éloignée
dans le temps rend compte de cette conjonction.
En outre, cette derniére hypothése est cohérente
avec l'absence de liaison entre le lieu d'isole-
ment et le facteur commun de I'AFM.
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L'ensemble des considérations précédentes
doit étre rapproché du fait que les souches
agressives, sensibles aux phages, résistantes
aux antibiotiques sont peu variables du point de
vue de I'ensemble de ces 3 critéres comme du
point de vue de la croissance sur différents sub-
strats. Ceci suggére l'existence d'un ensemble
homogeéne de souches sélectionnées et d'un en-
semble hétérogéne de souches sauvages. Une
étude des relations sérologiques des souches
permettrait de valider ou non cette hypothése.
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